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序 論
リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ (R Na s e) は 多 く の 原核 細 胞 お よ び貞核細胞 か ら 分
離精製 さ れ ､ そ れ ら の 酵 素化 学的 性質や 構 造 が 調 べ られ て い る ｡ 近年 ､
rR NA お よび tR N A は前馬区体 と し て 合 成 さ れ ､ プ ロ セ シ ン グ を 受 け
て 成 熟分 子 に な る こ と が 大 腸 菌 で 認 め ら れ ､ こ の と き R Na s e Ⅲ
1)
､
R Na se P 2) 等 の 関与 が 示 さ れ て い る ｡ さ ら に ､ 真核 細 胞 の mR NA､
rR N A お よび tR N Aも 前駆 体 と し て 合 成 さ れ ､ プ ロ セ シ ン グ を 受 ゅ
て 成熟分子 に な る こ と が 明 らか に な っ て きた 3･4)0
一 方 ､ mR NA､ rR NA お よ び tR N Aの 分 解 に 関 す る 研 究 は 主 に 大
腸菌 で 行 わ れ て お り ､ 同菌か ら作 用 機作 の 異 な る 種 々 の RNA 分解酵 莱
が 分離精製 さ れ ､ こ れ ら の 酵素 と m R N A等 の 分解 と の 関連性 に つ い て
調 べ られ て い る ｡ Mo rika w aら5) は ポ リ シ ス ト ロ ニ ッ ク な ト リ プ ト フ ァ
ン m RNA を 〔3 H〕 ウ リ ジ ン で パ ル ス ラ ベ ル し ､ 種 々 の 長 さ を も つ ト
リ プ ト フ ァ ン DN A と ハ イ プ リ ダ イ ズ を 行 っ て ラ ベ ル さ れ た m RNA
の 各 々 の シ ス ト ロ ン の 分解 速度 を 調 べ た o そ の 結 果 ､ EmR N A(･5
′
末
端側 に 存在す る)､ D m R NA お よ び C - A m R NA (3
′
末 端 を含 む)
は パ ル ス ラ ベ ル して か ら そ れ ぞ れ ､ 1分 ､ 2 - 3分 ､ 5分 で 分解 し始 め ､
10分 ､ 15分 , 2 5分 で 完全 に分解 さ れ る こ と が 認 め られ た ｡ こ
⊥
の こ と か ら ､
ト リ プ ト フ ァ ン m RNA は5
′
- 3
′ 方向 に 分解 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ
た ｡ さ ら に ､ Mo r s eら 6) は Mo rika w a ら
5) と同様 な 実験 を行 い ､ ト リ
プ ト フ ァ ン m RNA が5
/
一 3
/ 方向 に 分解 さ れ る こ と を報告 し た ｡ 後
に ､ Cr aig ら
7) は T4 フ ァ ー ジ を 大腸菌 に 感 染 し た 後 ､ 〔3H〕 ウ リ .j
l
ン で T4 m R N Aを特 異 的 に 種 々 の 時間 ラ ベ ル し ､ T 4 D NA とハ イ プ
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リ ダイ ズ し て 分解 の 方 向性 を 調 べ た 結 果 T4 mRNA は5
′
一 3
′ 方 向
に 分解 さ れ る こ と が 示唆さ れ た ｡
同 じ こ ろ ､ Ku w an o ら 8,9) は タ ン パ ク 合成 の 測定条件下 で 5 ′ 一 3
′
方向分解す る エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ 活性 を 見 い 出 し ､ R Na s eV と命 名
し た ｡ こ の 活性 が 大 腸菌 m R N Aの 分 解 に 関 す る 酵素 と し て 有力 吃 候 補
で あ る と 考 え ら れ た ｡ そ の 後 ､ Holm es ら 1 0) お よ び Botbw ell ら11)
に よ っ て RNa seV の 存在 に つ い て 否定 す る 報告 が な さ れ ､ さ ら に こ の
酵素活性 は こ れ ま で に 大腸菌か ら分離精製 さ れ て い な い の で 同菌 に は存在
し な い こ と が 明 ら か に な っ た ｡
い ま ま で に大腸菌等 で 5 ′ 一 3 ′ 方向 に 分解す る エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア -
ゼ は見い 出さ れ て い な い こ と か ら ､ 大腸 菌 の 場合 ､ 3 ′ 一 5 ′ 方向 に RNA
を ex on ucle olytic に 分 解 す る R Na se Ⅱ お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ホ ス
ホ リ ラ ー ゼ (P N Pa s e) が m R N Aの 分 解 に 関与 す る 候補 と し て 考 え ら
れ た ｡ 事実 ､ 両酵 素 が 大 腸 菌 mR N A やフ ァ ー ジ m R N Aの 分解 に.関与
す る こ と が 示唆 さ れ た 1 2- 14)｡ し か し ､ PNPa s eが 欠損 し た 変異株 が 単
離 さ れ ､ こ の 酵素 が 存在 し な い 時 で も菌 は 正 常 に 生 育 し ､ m R NA の 半 減
期 に 影響 を 与 え な い こ と が Krishn a ら
15)
に よ っ て 示 さ れ た . 一 方 ､
R Na se Ⅱ は 菌 の 生 存 に 必 須 で あ る こ と が K ivity- Vogel ら1 6) に よ っ て
報告 さ れ た ｡ さ ら に ､ Len nette ら17)は RNa s eⅡ の 温度 感 受 性変異株
を 単離 し､ パ ル ス ラ ベ ル した R N Aの 分解促進 や ラ ク ト - ス m R N Aの 半
減期の 減少 な らび に RNa s eⅡ 活性 の 増加 を 高温 状 態 (42℃) で 認 め ､
こ の 酵素が mR NA の 分解に 影響を与え る こ とを報告 し た ｡
大腸菌 の ラ ク ト - ス mR NA 18) お よ び ト リ プ ト フ ァ ン mR NA 1 9) の
各 々 の シ ス ト ロ ン が 異 な っ た 半減 期 を 示 す こ と が 明 ら か に な り ､ 大腸 菌
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R NaseⅡ の み で は m R NA の 分解 機構 を 十 分 に 説 明 で き な く な っ た ｡
そ こ で , 大腸菌 m RNA の 分解 は 最初 に endo nucle olytic な 切 断が 起 こ
の で はな い か と考え られ た ｡ 大腸菌ラ ク ト ー ス m R NA 20) お よ びガ ラ ク 卜 -
ス mR NA 21) の 分解物 の 大き さ を分析す る こ と に よ っ て e ndon ucle olytic
な 切断が 起 こ る こ と が 示 さ れ た ｡ こ の 切 断 に 関与 す る 酵素 と し て 大腸 菌
R Na se I が考え られ た が ､ 同酵 素 が 欠損 した 大腸菌変異株で ラ ク ト - ス
m RN A の 半減期は こ の 酵素が欠損 しな い 大腸菌 の そ れ と比 べ て 同 じ速度 で
分解 さ れ る こ とが 認 め られ た 22) ｡ さ らに ､ 大腸 菌 R Na s eI は 大腸菌 の
細胞周辺 腔に 局在 す る の で 大腸 菌 m R N Aの 分 解 に は 関与 し な い と 考 え
られ て い る ｡
次 に ､ 大腸 菌 mR NA の endon ucleolytic な 切断 に 関与す る 候 補 と し
て 大腸菌 R Na seⅢ が 考 え ら れ た ｡ こ の 酵 素 が 欠損 し た 大腸菌変 異株 の
m R N Aの 分解は 野生株 に 比 べ て 約 2 倍遅 延 し て い る こ と が Silego ら
23)
に よ っ て 報告 さ れ た o の ち に ､ 大 腸菌 RNa s eⅢ が ラ ク ト - ス mR N A お
び ト リ プ 卜 フ ァ ン m R N Aを特異 的部位 で 切 断 す る こ と が Shen ら24) に
ょ っ て 示 さ れ ､ 大腸菌 m R N Aの 切断 に 関 し て 有力な 酵素 で あ る と考 え ら
る よう に な っ た ｡
大腸 菌 rR NA お よ び tRN A は通 常 の 生 育 状 態 で 非 常 に 安 定 で あ る
こ とが 知 られ て い る ｡ Kapla n ら 25･
26) は種 々 の 大腸菌変畢株を炭素 源
欠 乏 下 で 生 育 さ せ ､ rR N Aお よ び tR N Aの 分 解 に 関 し て 調 べ た ｡ こ
れ ら の 分 解 に 関 し て 大 腸 菌 R NaseI ､ R Na s eⅡ お よ び P N Pa s e が
関与 す る こ と が 示唆さ れ た ｡ さ ら に ､ チ ッ 素 ､ リ ン 酸等 の 欠 乏下で も同様
な 酵素 が rR NA お よ び tR NA の 分解 に 関与 す る こ と が 示 唆 さ れ た 27) 0
以 上 述 べ た よ う に ､ 大 腸菌 m R N Aの 分解 は エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ
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( 大腸 菌 RNaseⅢ ま た は RNas eI) に よ る 大ま か な 切 断 が 起 り ､ こ
こ で 生成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド断片 が 3
′
一 5
′
ェ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア -
ゼ (大腸菌 R NaseⅡ) に よ っ て モ ノ ヌ ク レ オ チ ド に ま で 分解 さ れ る で あ
ろ う と考 え られ て い る ｡
大腸菌 の 場合 ､ こ れ まで に 同菌 に 存 在 す る 各種 RNA 分 解酵 素 の 作 用
機作を 明 らか に し て 大腸菌 m R N A等 の 分解 機構 の 解 明 が 行 わ れ て き た ｡
しか し､ 真核細胞 の m R NA 等 の 分解 に 関与 す る 酵 素 お よ び そ れ ら の 分
解機構 の 解明 は は と ん ど行 わ れ て い な い ｡ そ こ で ､ 本論文 で は ラ ッ ト肝臓
の 細胞質か らリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を精製 し ､ そ の 作 用機作 の 検討を行 い ､ さ
ら に 同動物 の 肝臓 に お け る細胞質内 R NA の 分解様式 を考察 し た ｡
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第1章 ラ ッ ト 肝 ミ ク ロ ソ - ム 分画か ら の エ ン ド リ ボ ヌ ク レ
ア - ゼ の 精製と作用機作
真核細胞 の m R N Aお よ び tR N A は核 質 で ､ 同 rR NA は 核 小 体
で 合成 さ れ ､ プ ロ セ シ ン グ を受 けて 成熟分子 に な る こ と が 明 らか に な っ て
き た ｡ こ れ ら の R NA は さ ら に 細 胞質 に 運 ば れ て そ れ ぞ れ の 機能 を 果 た
す こ と が 認 め られて い る ｡ そ れ ゆ え ､ 真核 細胞 の m R N A等 の 合 成場 所
と こ れ ら の R N A が機能 す る 場所 が 異 な る こ と か ら ､ mR N A等 の 分 解
に 関与 す る リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 探索 に 関 し て ､ 酵素 の 局在 が 重要 で あ る と
考 え られ る ｡
こ れま で に ､ マ ウ ス 肝 臓 の 核
28)
､ Hela 細胞 の 核小体
29)
､
エ ー ル リ ッ
ヒ 癌細胞 の 核小体 30) 等 で ラ ッ ト 肝 ミ ク ロ ソ - ム の エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア
-
ゼ の 作用機作 に 環似 し た 酵素が 部分精製 さ れ て い る ｡ 核 に 存在 す る エ ン ド
リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 生 理 的意 義 に つ い て ､ 酵素 の 局 在 場所 か ら m R NA
等の 成熟過程に 関与す る こ と が 推察 さ れ て い る ｡ 一 方､ 細胞質で はMiller
ら31)が 牛副 腎皮質 の 可溶 性分 画か ら エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を部分 精製
し ､ こ の 酵 素 が mR N Aの poly(A) 部 分 の 分 解 に 関 与 す る こ と を
示唆 し た ｡
真核細胞 の mR N A等 は 細胞質 で そ れ ぞ れ 機 能 を 果 た しT=後 ､ 分解 さ
れ る と考 え られ る が ､ こ れ ま で に 細胞質か らの エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の
分離精製 は は と ん ど行 わ れ て い な い ｡
著者 は ラ ッ ト肝 ミ ク ロ シ ー ム 分 画お よ び可溶性分画 に エ ン ドリ ボ ヌ ク レ
ア - ゼ 活性 を見 い 出 し た の で ､ こ の 酵素 を ミ ク ロ ソ - ム 分画か ら分離精製
し ､ そ の 作用
･
機作 お よ び 一 般的性質を検討 し た ｡ な お ､ 酵素の ミ ク ロ ソ
-
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ム 分画 お よ び可溶性分画 で の 活性は 前者 の 方 が 高 か っ た の で ､ ミ ク ロ ソ
-
ム 分画 か ら精製 を行 っ た ｡
1 - 1 実験材料 およ び方法
1) ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ ー ム 分画 の 調 製
ウ ィ ス タ ー 系堆 ラ ッ ト ( 体重200- 250g) を16時 間絶食後 ､ 後頭部打撲
に よ り失神 さ せ ､ 頚静脈 よ り溶血 し た . 溶血後腹部 を 切開 し下行大静脈 よ
り水冷 した 等張 KCl溶液 に て 還 流 を行 い よ く 血 液 を 除 い た 肝 臓 を得 た ｡
こ の よ う に して 得られ た 肝臓 の 重量 に対し て2.5倍 量 の buffe r A (200m M
シ ョ 糖 ､ 5 m M酢酸 マ グネ シ ウ ム ､ 100m M 塩化 ア ン モ ニ ウ ム ､ 50m M 2 -
メ ル カ プ 卜 エ タ ノ ー )レ ､ 20m M ト リス ー 塩 酸 (pH7.5) を 加 え ､ ウ ル ト ラ
タ ラ ッ ク ス ホ モ ジ ナ イ ザ - で ホ モ ジ ナ イ ズ し ､ 冷却遠 心機 に て17000× g ､
10分 間遠JL､分離 し た ｡ 得 られ た 上清 を100000× g ､ 60分間 で 遠心 分離 し ､
沈殿を bu.ffe r A に 懸濁 し ､ そ の 懸濁 液 を 20000× g ､ 10分 間遠心 分 離
し､ 上清 を ミ ク ロ ソ - ム 分画 と し た ｡
2) ラ ッ ト肝 R Na s einhibito r の 調製
ラ ッ ト肝 R Na se inhibit｡r は Gribn au ら
32)の 方 法 に 従 っ て100000
× g 上清 か ら硫 安 分 画 お よ び DE A E-SephadexA - 25カ ラ ム ク ロ マ
ト ロ グラ フ イ 一 に か けて 約1800倍に 精製 した ｡
3) (pA)2 ､ (pA)3お よ ぴ (pA)4 の 調 製
50m M ト リス 一 塩駿 (pH7.5)､ 1 m M 酢酸 マ グ ネ シ ウ ム ､ 0･5m M エ チ
レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ナ ト リ ウ ム (E DT A)､ 1.75mg poly (A) ､ 340〟g
牛血清 ア ル ブミ ン (BSA) お よ び ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム 分画 か ら 精製 し
た150U エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を含 む反応 液 (3.5 ml) を37℃ ､ 30分間 イ
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ン キ ュ ベ - シ ョ ン した 後 ､ そ の 反応液 に 蒸留水お よ び固体尿素 ( 最終濃 度
7 M に な る よ う に) を 加 え て17.5ml に し た ･｡ こ の 溶 液 を Bishaye e
ら
33)の 方 法 に 従 っ て 7 M尿素 を含 む20m M ト リス ー 塩酸 (pH8.0) で 平
衡 し た D E A E-Sephadex A - 25(2 × 30c m) カ ラ ム に か け ､ 0 - 0･4
M塩化 ナ ト リ ウ ム を含む上 記組成の bnffe r の 直線勾配 (全体積400ml)で オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを分離 した ｡ 得ら れ た (pA)2 ､ (pA)3お よ び (pA)4は
そ れ ぞ れ D E A E- ト ヨ パ ー ル650カ ラ ム (1.3 × 5 c m) に か け て 尿 素 を
除き､ ロ ー タ リ ー エ バ ボ レ ー タ (40
o
C 以下) で 濃縮 し ､ さ らに 凍結乾燥 を行 っ
て 基質と し て 用 い た ｡
4) エ ン ドリボ ヌ ク レア ー ゼ の 標準活性測定法
100p g poly (A)､ 50m M ト リス 一 塩 酸 (pH7･5)､ 1 m M 酢 酸 マ グネ
シ ウ ム ､ 0.5m M E D TA およ び 酵素 を 含 む反 応液 (0.2ml) を37℃ ､ 30分
間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た後 ､ 10分 間永 冷 し ､ 担体 と し て250iLg BSA
を加 え ､ さ ら に0.25% ウ ラ ニ ル 酢酸を含 む5% 過 塩素 酸 を0.2ml 加 え る こ
と に よ っ て 反応 を停止 した ｡ こ の 混合 液を30分間氷中 に 放置後 ､ 遠心分離
して そ の 上清 を4倍量 の 蒸留水 で 希釈 し て260n m で 吸光度 を測定 した ｡ 酵
素活性 の 1U は こ の 測定条件下 で260n m の 吸 光度 を1.0に 増加 さ せ る の に
必 要 な 酵素量 と し た ｡
5) poly (A) 分 解物の 薄層ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に よ る同定
4) に 記 し た反応液 (0.2ml) を37
o
C､ 30分 間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 ､
90℃ ､ 1分間熱処理 し て 反応 を停止 し た ｡ そ の 反応液 を0.02ml に濃縮 し ､
ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン - セ ル ロ ー ス 薄層 プ レ - ト に ス ポ ッ ト し ､ そ の プ レ ー
ト を飽和硫安/ 1 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム /イ ソ プ ロ パ ノ - ル (80:18: 2 ､
Ⅴ/v) を 含む 展 開液 で 室温 に お い て16時間展 開 し た ｡ 展開後 ､ 風 乾 し て
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各々 の ス ポ ッ ト を 紫外線照 射下 で 観察 し ､ 標準物質 の 移動度 と 比 較 し て 同
定 し た ｡
6) poly(A) 分解物の Sephade xG
- 100ゲ ル ロ 過 に よる 同定
4) で 記 し た反 応 液 (0.2ml) をイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 ､ 0.1M 重炭 酸 ア
ン モ ニ ウ ム で 平衡化 した Sepbadex G - 100カ ラ ム (1 ×33c m) にか け た ｡
カ ラ ム を同 じ溶液で 溶出 し ､ 各々 の フ ラ ク シ ョ ン (1.5mlづ つ) の260n m の
吸光度を測定 し た ｡ 標準物質 と して poly (A) お よ び Ap を 同 カ ラ ム に
か け て 溶 出位置 を決定 した ｡
7) poly(A) 分 解物か ら 得られた オ リ ゴ ヌ ク レオチ ドの 鎖長の 決定
Bisbaye e ら
33) の 方法 を少 し変更 し て 行 っ た ｡ 即 ち 4) で 記 し た 反 応
液 (0.2ml) の20倍 量 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 ､ 蒸 留 水 お よ び 固体 尿 素
(最終濃度7 M に な る よう に) を加 え て20ml に し た ｡ こ の 混合 液を 7M
尿 素 を 含 む20m M ト リ ス 一 塩 酸 (pH8.0) で 平 衡 化 し た D E A E-
sepbadex A
- 25カ ラ ム (1.2×30cm) に か けた ｡ カ ラ ム を 7 M 尿素 を含む
20m M トリ ス ー 塩酸 (pH8.0) で 洗 っ た 後 ､ 上記 buffer と0.4M 塩 化 ナ
･トリ ウ ム を含 ん だ buffer 各200ml の 直線濃 度勾 配 で 溶出 し た ｡ カ ラ ム か
ら1.5ml づ つ 分取 し ､ 各 々 の フ ラ ク シ ョ ン を260n m で 吸光度 を測定 し た ｡
さ ら に ､ 5 mg 酵 母 R NA､ 10･m M ト リ ス
一 塩 酸 (pH7.5) お よ び200
〟g RNa s eA を 含 む反 応液 (1 ml) を37℃ , 20時 間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン した 後 , 上記 の 方法 で 分離 し ､ こ れ か ら得 られ た 各種 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 溶出位置とpoly (A) 分解物か ら得 られ た 各種 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
溶出位 置を比 較す る こ と に よ っ て poly (A) 分 解物 の 鎖 長 を確 か め た ｡
さ ら に ､ 標 準物 質 と し て pA ､ (pA)2､ (pA)3 お よ び (pA)4 を 上記 カ
ラ ム に か け て 溶 出位 置を 確認 した ｡
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8) poly (A) 分 解物が 3
′
末端あるい は 5
'
末端 の どちらか に リ ン 酸
基を もつ か の 決定
4) に 記 した 標準活性測定法 と同 じ条件 で 2 mg poly (A) を30U エ ン ド
リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で 分解 し ､ 7) に 記 した 方法 で 分離 し て 3 およ び 4 か ら
成 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを そ れ ぞ れ 別 々 に 集 め ､ 各 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド (1A 260U) に50m M トリ ス 一 塩 酸 (pH8.5)､ 1 m M 酢 酸 マ グネ シ
ウ ム お よ び1.6〟g 蛇毒 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ を加 え て 全量0.04ml と した ｡
こ の 反 応液 を37
o
C､ 2 時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 ､ 90
o
C､ 1分間熱処
理 し て 反応を停止 し た ｡ こ の 溶液を40℃以 下 で 減 圧濃縮 して0.02ml と し ､
ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン ー セ ル ロ ー ス 薄層プ レ ー ト に ス ポ ッ ト した o 展 開は 5)
に 記 し た 方法 で 行 い ､ 風乾後 ､ 紫外線照射下 で →pAp､ Ap お よ び A (7
デ ノ シ ン) に 相当 す る′ス ポ ッ ト を0.1M 重炭酸 ア ン モ
ニ ウ ム (1 ml) で 抽
出 し ､ 260n m で 吸光度 を測定 し た ｡
9) 各 種オ リゴ ヌ ク レ オチ ドか ら得られた 分 解物の 同定
25m M ト リス 一 塩 酸 (pH7.5)､ 1 m M 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム ､ b.5 血M
E D TA ､ 0.4A 260U (pA)2 ､ (pA)3 ま た は (pA)4 お よ び 8 また は
40U エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を 含 む反 応液 (0.04 ml) を37℃､ 3 時間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 ､ セ ル ロ ー ス 薄層 プ レ ー ト に ス ポ ッ ト し た ｡ こ の
プ レ ー ト をi - プ ロ パ ノ ー ル /濃 ア ン モ ニ ア / 水 (55‥10:<35､ Ⅴ/ V)
で15時間 ､ 室温 で 展 開 し た ｡ 風 乾後 ､ 各 々 の ス ポ ッ ト を紫外線照射下 で 観
察 し ､ 標準物質 の 移動度 と比 較 し て 同定 を行 い ､ さ らに 島津二 波長ク ロ マ
ト ス キ ャ ナ - で 測定 し た ｡ 試料の 測定 に は260n m の 波長 を用 い ､ 対照 と し
て は310n m を用 い た ｡
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10) 分子量の 決定
エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 分子量 の 決定 は 標準物質 と し て シ トク ロ ー ム
c(12400)､ α - キ モ ト リ プ シ ノ
ー ゲ ン (25500)､ 卵 ア ル ブ ミ ン (45000)
お よ び BSA (67000) を 用 い ､ Sepbadex G - 100お よ び10% ア ク リ
ル ア ミ ドで Andrew s 34) お よ び Lae m mli 35)の 方法 で そ れ ぞ れ 行 っ た ｡
SDS 一 電気泳 動 で は シ ト ク ロ - ム c の 変 わ り に ホ ス ホ リ ラ ー ヤ a(94000)
を 用 い た ｡
1 - 2 実験結果
1) ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ ー ム 分画か らの エ ン ドリボ ヌク レ ア - ゼ の 精製
精製 に 関す る す べ て の 操作 は 4℃ で 行 っ た ｡
Step l. ミ ク ロ ソ
- ム 分画 : 1 - 1 の 1) で 得 ら れ た ミ ク ロ ソ - ム 分
画 に10% TritonX - 100を 最 終濃 度0.5% に な る よ う に 加 え ､ 5 eの
blユffer A で 3 匝Ⅰ透析を行 っ た ｡ こ の 溶液 を20000× g､20分 間遠心分離 し､
そ の 上清を エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 精製材料 と した ｡ ラ ッ ト 肝臓 約3010g
を用 い ､ こ の 分画 に は全 タ ン パ ク と して81215mg､ 全 活性 と して82829U
含ん で い た ｡
Step 2. 硫安分 画 : 透析 し た ミ ク ロ ソ - ム 分 画 1 ml に 対 し て10%硫
酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン0.0 5ml の 割合 に 加 え ､ 30分 間撹拝後 ､ 20000× g ､
10分間遠心分離 し ､ 沈殿を取 り除 い た ｡ 沈殿を 除い た 上清 に25% 飽和 (144
g /A) に な る よ う に 固体硫安 を加 え ､ 30分 間撹 拝後20000× g ､ 20分 間
遠心 分離 した ｡ こ の 操作 で 得 られ た 上清 に 固体 硫安 を50%飽和 (158g /
e) に な る よ う に加 え ､ 30分間撹拝後 20000× g ､ 20分 間遠心 分離 し た ｡
こ こ で 得 られ た 沈 殿 を buffe r B (10% グリ セ ロ - ル ､ 20m M ト リ ス - 塩
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酸 (pH7.5)､ 1 m M 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム ､ 50m M 2
- メ ル カ プ 卜 エ タ ノ ー
ル
､ 500m M 塩化 カ リ ウ ム) に 溶解 し た ｡ こ の 段階で 全タ ン パ ク は30617m g､
全活性 は4885 1 Uで あ っ た ｡
step 3. Sepba c ryl S
- 200 ゲル ロ 過 (Ⅰ) : Step 2 で 得 ら れ た 試
料 を buffe r B で 平衡化 し た Sepha c rylS - 200カ ラ ム (6 × 10c m)
に か け ､ 同 じ buffer で 酵素 を溶出 し た ｡ 活性 の あ る フ ラ ク シ ョ ン を集 め
て 限外 ロ 過 器 (バ イ オ エ ン ジ ニ ア リ ン グ製) お よ び ダ イ ア フ ィ ル タ ー 05T
の 限外膜 を使用 して 濃 縮 した ｡ こ の 操作を10回行 い ､ 1 0回分 の 酵素溶液 を
合せ て buffe r C (10% グ リ セ ロ - ル ､ 10m M ト リ ス 一 塩酸 (pH7.9)､
5 m M 酢酸 マ グネ シ ウ ム ､ 50m M 2 - メ ル カ プ 卜 エ 夕 ノ - ル ､ 50m M 塩化
カ リウ ム) で 透析 し た . こ の 段階で 全タ ン パ ク は1376m 臥 全活性は15855U
で あ っ た ｡
Step 4. .
CM - Sephadex C
- 25カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Ⅰ)
Step 3 か ら得 ら れ た 試 料 を b11ffe r C で 平 衡化 し た CM
- Sephadex
c - 25カ ラ ム (2.8×28cm) に か け た ｡ カ ラ ム を上記同 buffe r 約3doml で
洗 っ た 後 ､ 酵素を全体積800ml で50 - 300m M 塩化 カ リ ウ ム を含 む もuffe r
c の 直線濃度勾配 で 溶 出 し た ｡ こ の 段階 で 溶 出 さ れ た 酵素 は 不安定 に な
る こ と が 認 め られ た の で 酵素 を安 定化 さ せ る た め10% Brij58 0. 2ml
を前も っ て 各試験管 に 加 え て お い た ｡ 溶出 パ タ ー ン を Fig . 1 に示 し た .
フ ラ ク シ ョ ン135か ら170 を集 め ､ 限外 ロ 過 器 で 濃縮 した ｡ こ の 段 階で 全 タ
ン パ ク は10mg､ 全 活性 は7849U で あ っ た ｡
･step 5. Sepha cryl S
- 200 ゲル ロ 過 (Ⅱ) : Step 4 か ら得 ら れ た
試料を buffer D (10% グ リ セ ロ - ル ､ 20m M ト リ ス ー 塩酸 (pH7.5)､
1 m M 酢酸セ グネ シ ウ ム ､ 0.5m M ジ チ オ ス ラ イ ト - ル ､ 500m M 塩化 カ リ
- l l -
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ウ ム ､ 0.04% Brij 58) で 平 衡 化 し た Sephacryl S - 200カ ラ ム (1.8
×110c m) に か けた ｡ 上記同 buffer で 酵素 を溶 出 し た ｡ 流速 は0.3min/
分 で2.5mlず つ 分取 し た ｡ 溶出 パ タ ー ン をFig. 2 に 示 し た ｡ 活 性あ る フ ラ
ク シ ョ ン (65- 90) を 集 め ､ 限外 口 過 器 で 濃縮 し ､ buffe r E (10% グ リ
セ ロ - ル ､ 10m M ト リス - 塩酸 (pH7.9)､ 5 m M 酢酸 マ グネ シ ウ ム ､ 0.5
m M ジ チ オ ス ラ イ ト - ル ､ 60m M 塩化 カ リ ウ ム ､ 0.04% Brij58) で 透
析 した ｡ こ の 段 階で 全 タ ン パ ク は0.94mg､ 全活 性 は3726U で あ っ た ｡
Step 6. CM -Sephade x C
- 25カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Ⅱ)
Step 5 で 得 ら れ た 試料 を buffe r E で平衡 化 し た CM -Sephadex C
-
25カ ラ ム (1.2×30c m) に か け ､ 同 buffe r で 洗 っ た ｡ 酵素を全体積400ml
の60- 180m M 塩化カ リ ウ ム を含む buffe rE の 直線濃度勾配で 溶出 し た .
活性 あ る フ ラ ク シ ョ ン を 集め ､ 濃縮 し､ 使用 す る ま で -
､
80℃ に保存 し て お
い た ｡ 酵素溶液を使用す る と き は buffer F (10%グリ セ ロ - ル ､ 20m M
ト リ ス ー 塩酸 (pH7.5)､ 0.1m M ジ チ オ ス ラ イ ト - ル) で 透析 した ｡ こ の
段階で 全 タ ン パ ク は0.28mg､ 全活性 は1846U で あ っ た ｡
以上 ､ 精製 を行 っ た 結果 を Table l に 示 した ｡ 最終段階 で の 酵 素 の 比
活性 は約6590U/ mg で あ り ､ ミ ク ロ ソ - ム 分画 に 比 べ て 約6460倍 に 上 昇
した ｡ 精 製 し た 酵素 の 純度 を S DS - ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電 気泳動 で 調
べ た 結果 ､ は ぼ均 一 な バ ン ドを示 し た (Fig. 3)0
2) エ ン ドリボ ヌ ク レア ー ゼ の 作 用機作
合成 ホ モ ポ リ マ ー を 基質 と して 本酵素 の 基質特異性 を調 べ た 結果､ poly
(A)､ poly (C) お よ び poly (U) を 同程 度 に 分 解す る こ と が わ か っ た
(Fig. 4)｡ 本 酵 素 は 胸 腺 D NA､ 熟 変 性 胸 腺 D N A､ poly (A) ･
poly(U) お
'
よび poly(G) を分解 しな か っ た ｡
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S-200(ⅠⅠ)fra ctio n(100ng ofprotein);6, C M-Sephade xC-
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霞8
5
次に 本酵素 が 5
′
- モ ノ ヌ ク レ オ チ ドま た は 3
/
- モ ノ ヌ ク レ オ チ ドを
生成す る か 否 か を調 べ る た め に poly (A) を基 質 と し て 分解 を 行 い ､ そ
の 分解物 を ポ リ 干 チ レ ン イ ミ ン
ー セ ル ロ ー ス 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 同
定 した (Fig･ 5)｡ 同時 に ､ poly (A) を 基質 と し た 場合 ､ 5
′
- A M P
を生成す る蛇毒ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼ お よ び 3 ′ - A M Pを生成す る R Nas e
M を コ ン ト ロ ー ル と し て 行 っ た Q そ の 結 果 ､ 本 酵 素 は 5 ′ - A M Pも
3
′
- A M Pも生成 し な か っ た ｡
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Fig･ 4･ Activity ofe ndoribo n u clease againstv ariou s substrates･ The assays
w ere carried o ut under standard c onditio ns e x ceptthat variou s substrates
(100fig)w ereu sed asindic ated. @,poly(A);0, poly(U);X,poly(C)I
さ ら に ､ 本 酵 素 の 分 解 様式 を 検 討 す る た め に poly (A) 分解 物 を
Sephadex G - 1 0 ゲ ル ロ 過 に か け て 調 べ た ｡ Fig. 6 に 示 し た よ う に ､
poly(A) と モ ノ ヌ ク レ オ チ ド (3
′
- A M P) の 問に 吸光度が認 め られ ､ 酵
素量 の 増加 に 伴 い モ ノ ヌ ク レ オ チ ド側 に 移行す る が , モ ノ ヌ ク レ オ チ ド は
- 1 7 -
5
′
-A M P
3
/
- A M PJ
2
'
J3
J
- cA M Pi ロ OJ
□
○ ⊂コ
A B C D
Fig1 5･Identific atio n of hydrolyzedprodu cts by polyethyle neimin e
･c ellu-
lose thin･1ayer chr o m atography. (A)23% degradatio n of poly(A) with
ve n o mphosphodiesterase(2 pg/0.2 ml);(B)17% degradatio n ofpoly(A)
with micros o m al e ndoribon u cle ase(0.25u nit/0.2 ml);(C)60%degrada-
tio n ofpoly(A)with micros o m alendoribo nu cle ase(0.9 u nit/0･2 ml);(D)
23%degradation ofpoly(A)with R NaseM(0.4pg/0.2 ml)･
生成 し な か っ た ｡ poly (U) お よ び poly (C) を 基質 と し て 馴 ､ た 場 合
も同様な 結果 が 得ら れ た ｡
本酵素 に よ る 分解物 か ら得 ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 鎖長 を調 べ る た
め に ､ 7 M 尿 素 を含 む D EA E-Sephadex A - 25カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ
ー で 分析 した . 30U の 酵素量 で poly (A)
-
(2 mg) を分解 し た 場合 ､
2 - 5個 か ら成 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが 生成 した (F ig. 7 A)｡ さ ら に ､
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degradatio n ofpわly(A)(0.25u nite nzyme);X, 60%degr adation ofpoly(A)(0･9u nite n zym e)･
300U の 酵素量 で 分解 し た 場合 ､ 主 な 生成物 は ジ ー お よ び ト リ ヌ ク レ オ チ
ド で あ り ､ モ ノ ヌ ク レ オ チ ド は 生成 し な か っ た (Fig. 7 B)｡ poly (C)
お よ び poly (U) を基質 と し て 用 い た 場合同様 な 結 果が 得 られ た ｡ 標準
活性測定法 に よ っ て 得 られ た poly (A) 分解物 の 平均 鎖長 を上記 同 カ ラ
ム で 分析 した 結果､ 約5 ヌ ク レ オ チ ドで あ る こ と が 明 らか に な っ た (Fig.
8)0
次 に ､ 本 酵素 に よ っ て 得 ら れ た 分解物 が 5
′
末端 と 3
′
末端 の どち ら に
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リ ン 酸基 を も つ か を検 討 した . エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ ま た は0.4N ア ル
カ リ で poly(A) を 分解 し ､ そ れ ぞ れ の 分解物 を7 M 尿素 を含 むDEAE-
sephade xA
- 25カ ラ ム で 分 離 し た ｡ 本 酵 素 お よ び0･4N ア ル カ リ 分
解 に よ っ て 得 られ た 3 お よ び 4か ら成 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 別 々 に 蛇 毒
ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ で 処 理 し､ そ の 分解物 を ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン ー セ ル
ロ ー ス 薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 同定 した ｡ Table 2 に 示 し た よ う に ､
本酵素に よ っ て 得 ら れ た 3 お よ び4 か ら成 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは 生成物
と し て 5
′
- A M Pの み を 生 じ た ｡ 一 方 ､ ア ル カ リ 分解 で 得 ら れ た 上 記
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 予想 し た よ う に pAp､ 5
′
- AM P お よび ア デ ノ シ
ン が 分解物 と し て 認 め られ た ｡ こ れ らの 結果か ら ､ 本酵素 は 5
′
末 端 に リ
ン 酸基を も つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に分解 す る エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で あ
る こ とが 明 らか に な っ た ｡
さ らに ､ 本 酵素 の 分解様式 を詳 しく 調 べ る た め に 種 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ドを基質と し て 用 い て 検討 し た (Fig. 9). (pA)2 を基質 と し て 用 い
た場合 ､ 8 お よ び40U 酵素量 で こ の 基質 は分解 さ れ な か っ た ｡ (pA)3 は
8U 酵素 量 で 分 解 さ れ な い が ､ 40U 酵 素量 で わ ず か に 分解 さ れ ､ pA お
よ び (pA)2が 分解 物 と し て 認 め られ た ｡ (pA)4 は 8 U 酵素量 で 約50%
が (pA)2 に 分解 さ れ ､ 40 U酵素 量 で は は ぼ完全 に (pA)2 に 分解 さ れ
る こ と が 明 らか に な っ た ｡ こ れ ら の 結果 か ら ､ 本酵素 が 働く た め に は 切断
す る ホ ス ホ ジ.
エ ス テ ラ ー ゼ 結合 の 両側 に 少 な く と も (pA)2 構造 が 必 要 で
あ る こ と が 示唆 さ れ た ｡
3) エ ン ドリボ ヌ ク レア ー ゼ の 一 般的性質
本 酵素 の 分子量 を ゲ ル ロ 過 お よ び SD S- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電 気 泳
動 で 測定 し た 結果 ､ 58000で あ っ た (Fig. 10)0
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本酵素活性 に 与 え る 1価 カ チ オ ン お よ び2 価 カ チ オ ン の 効果を 調 べ た ｡
酵素活性 は 塩化 カ リ ウ ム ､ 塩化 ア ン モ ニ ウ ム お よ び塩化 ナ ト リ ウ ム に よ っ
て 阻害 さ れ ､ 200m M の 濃 度 で 完 全 に 阻害 さ れ る こ と が わ か っ た (Fig･.
ll A). 一 方 ､ 2価 カ チ オ ン (塩化 マ グネ シ ウ ム お よ び 塩化 マ ン ガ ン) 紘
酵素活性の 発現 に 必須で ､ そ の 至適濃度 は 約 1 m M で あ っ た が ､ 塩化 カ ル
シ ウ ム の 添加 は酵素活性 を は と ん ど 示 さ な か っ た (Fig. llB)0 poly (C)
お よ び poly (U) を基質 と し た 場合 も同様 な 結 果が 得 られ た ｡
本酵素活性 に 与 え る ポ リ ア ミ ン の 効果を調 べ た結果 ､ ス ペ ル ミ ン は poly
(A)､ poly (C) お よ び poly (U) の 分解 を 促進 し た が ､ poly (C) の
分解促進が 最 も大き か っ た (F ig. 12)0
本 酵 素 の 至 適 pH は7.5 - 8 で あ り ､ 活 性 は pCM B で 阻 害 さ れ た
(Fig. 13)0 poly (G) は 酵素活性 を 阻害 す る が ､ ラ ッ ト 肝 RNa s ein-
bibito r お よ び抗 R Na s eA 血 清 は 阻害 し な か っ た (Fig. 14)0
1 - 3 考 察
5
′ 末端 に リ ン 酸基 を も つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを生 成す る エ ン ド リ ボ ヌ
ク レ ア - ゼ が M iller ら 31) に よ っ て 年副 腎皮 質 の 可 溶 性分 画か ら約500
倍 に 精製 さ れ て い る ｡ こ の 酵 素 は poly (A)､ poly (C) お よ び poly
(u) を同程 度 に 分解 し ､ Mg2＋ ､ M n 2＋ ぉ よ び NH4
＋ で 分解 の 促 進 が 認
め られ て い る ｡.
こ の 酵素 は 分解様式 ､ 基質特異性 お よ び 2価 カ チ オ ン の 効
果 に 関 し て 著者 が ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム 分 画か ら単 離 し た エ ン ドリ ボ ヌ ク
レ ア - ゼ と 似て い る ｡ しか し ､ ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム の エ ン ドリ ボ ヌ ク レ
ア - ゼ は 1価カ チ オ ン が 存在 す る と活性 が 阻害 さ れ る が ､ 牛副腎皮質 の 酵
素 は 活性化 さ れ る 点 が 異な っ て い た ｡
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Fig･ 12･ Effe ct ofsper min e o nthe activity ofendoribo n u cle ase o n vario u s
substrates. T he assays w e re c ardedo utu nder standard c o nditio ns with O･5
u nit enzym e ex c ept that sper min e was ad dedto the re a ctio n mixture as
specifiedin therlgu re . 0 ,poly(A)･, 0,poly(U);X,poly(C)I
ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム の エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ と 基質特異性 ､ 分解様
式 ､ 1価カ チ オ ン お よ び2価 カ チ オ ン の 効果 に 関 し て ､ 非常 に 似 た 性質 を
有 す る 酵素 が ラ ッ ト 肝 の 核 36) お よ び エ ー ル リ ッ ヒ 癌細胞 の 核小体
30) に
も存在 す る こ と が 示 さ れ て い る ｡
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(pH 10.0). In the assays,O.2 u nitofendoribo n uclease w as used.
◎
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- 2 9 -
′
‾ ■
ヽ l
琶召畳･
'
書ヽ -dタ
遷毒書芸
召 可 謁
己 ○ ･匂
喜i軍
書眉墨
.
Z3
_ B 宗
吾害毒萱
妄言･≡豊
吉毒害喜
t -
n
■■ ■■■
■ - -■l
害毒豊
悪書重
義還弓
貞
'
§宅思
量昔蔓萱
I
G cn･ 且 巴
蔓萱重量
吋
<
Q)
l乃
相
N 芸
∝
8
● ■■●■l
～
⊂
Q
<
N
●
N
｢ q)
' ‾
u)
Jり
<
Z
∝
0
0
め
′ ､
ロl
斗
ヽ_J ■
等6ヽ
-■′
>
一 ■■ 一
O
CL
U
亡氾
i
O
LE)
(%)u o!l!q !qU!
- 3 0 -
○
く⊃
▼ ‾
ニ ワ ト リ肺 臓 37) ､ ラ ッ ト肝 臓 38,39) ､ 蚕 40) ､ 酵母 41) ､ Az｡t｡bact｡r
agilis
42, 43) 等 に D NA お よ び R NA を 分解 す る ヌ ク レ ア - ゼ が 存
在 す る こ とが 報告 さ れ , そ れ ら の 精製 が 行 わ れ て い る ｡ こ れ ら の 酵素 の
R NA を基質 と し た 分解 様式 が 詳細 に 調 べ られ ､ 5 ′ 末 端 に リ ン 酸基 を
も つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを生成す る こ と が 明 らか に な っ て い る ｡ ニ ワ ト リ
肺臓 お よ び蚕か ら部分精製 さ れた ヌ ク レ ア - ゼ は多量 の 酵素量 で poly(A)
を分解 し た 場合 ､ 最終生成物 と し て モ ノ - ､ ジ ー お よ び ト リ ヌ ク レ オ チ ド
が 得 られ ､ モ ノ ヌ ク レ オ チ ド は 他 の 2 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに 比 べ て わ
ずか に 生成す る こ と が 認 め られ て い る ｡ しか し ､ ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム の
エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ は ジ ー お よ び ト リ ヌ ク レ オ チ ドを生成 す る が ､ モ
ノ ヌ ク レ オ チ ド は 全 く 生 成 しな か っ た (Fig. 7)｡ ニ ワ ト リ停職 お よ び
姦の ヌ ク レ ア - ゼ は 高分子基質 の 方 が 低分子基質 に 比 べ て 分解 さ れ や す い
こ と が 示 さ れ て い る ｡ こ の こ と は ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム の エ ン ド リ ボ ヌ ク
レ ア - ゼ で も同様 な 結 果 が 得 ら れ た (Fig. 7 ､ Fig. 9)｡ 高分子 基 質
が ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム の エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ っ て 分解さ れ や す
い こ と は､ m R NA 等 の 分解 で nicking 酵素 と し て 働 く可能 性が 考 え ら
れ る ｡
M 芯11-e r ら
44･ 45) は ニ ワ ト リ の 輸卵管 か ら poly (A) を特異 的 に分
解す る.エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア
- ゼ を は ぼ 純粋 に 精製 し た ｡ こ の 酵素 は 5 ′ 末
端 に リ ン 酸基 を も つ10個 か ら成 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを生成 し ､ 活性発現
に Mg
2＋
ま た は M n2
十 を必 要 と す る こ と が 示 さ れ て い る o さ らに ､ こ の 酵
素 は 核 に 存在 す る こ と か ら ､ 核 内 で 合 成 さ れ た m R N Aの poly (A) 那
分 を分解 し て 核内 の mR N A量 を調 節 し て い る の で は な い か と 推察 さ れ
て い る ｡
- 3 1 -
マ ウ ス 肝臓 の 核 に本 酵素 と 同様 な 分解様式 を も つ エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア
-
ゼ お よ び 3
′
一 5
′ に 分解 す る ユ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が 見 い 出 さ れ ､ 部
分精製 さ れ て い る 46) ｡ 著者が 精製 を行 っ た ラ ッ ト 肝 細胞質 に も 両方 の 酵
素が 存在す る こ と が 明らか に な っ て い る ｡ こ の こ と は ､ 真核細胞 の m RNA
は核と細胞質 で は 同様 な分解機構 で分解 さ れ る可 能性が 考え ら れ る o
ラ ッ ト 肝 ミ ク ロ ソ - ム の エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア
- ゼ は低分子基質 に 比 べ て
高分子基質 の 方 が 分解 さ れ や す い こ と か ら ､ m R NA 等 の 分 解 で nicking
酵素 と し て 働 く と思 わ れ る ｡
1 - 4 小 括
ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム 分画 か ら エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を硫安分画 ､ ゲ
ル ロ 過 お よ びイ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精製 し､ 比活性 は ミ ク ロ ソ
- ム 分画に 比 べ て 約6460倍 に上昇 し ､ 本酵素 は電 気泳動的 に は ぼ均
一 で あ
っ た ｡
本酵素 は poly (A) 等を 5
′
末端 に リ ン 酸基 を も つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ドに 分解 す る エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で あり ､ poly(A) 等 の 高分 子基 質
の 方 が (pA)4 等の 低分子基質 に 比 べ て 分解 さ れ や す い こ と が 明 らか に な っ
た ｡
本酵素 が 働く た め に は ､ 切 断す る ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 結合 の 両側 に少
な く と も (pA)2 構造 が 必 要 で あ る こ とが 示唆さ れ た o
本酵素 は活性 発 現 に 2価 カ チ オ ン (Mg
2＋ま た は M n
2＋) が 必 須 で あ り ､
1価 カ チ オ ン (K
＋
､ NH4
＋お よ び Na
＋) は 酵素活性 を阻害 し た ｡
本酵素 は m RNA 等 の 分 解 で nicking 酵素 と し て 働 く と 思 わ れ る ｡
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第2章 ラ ッ ト 肝 ミ ク ロ ソ - ム 分 画 か ら の エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ
ア - ゼ の 精製と作用機作
D N A合成 ､ R N A合成 お よ び タ ン パ ク 質合 成 は 5 ′ - 3 ′ 方 向 に 起
る こ と が 知 ら れ て い る が ､ 責核 細胞 の m R N A､ rR N Aお よ び tRNA
の 分解の 方向性 は よく わ か っ て い な い ｡ 真核細胞 の 細胞質 に お け る m RNA
等 の 分解 が 大き く 眺 め て 5
′
- 3
′
方向 に 起 る な らば ､ 5 ′ 一 3 ′ ユ キ ソ
リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が 存在 す る か ま た は前章 に 記 した エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア -
ゼ に 加え て 3 ′ - 5 ′ ェ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 存在 が 必 要で あ る と 考え
られ る ｡
こ れ ま で に ､ マ ウ ス 肝 臓 46) ぉ よ び エ ー ル リ ッ ヒ 癌 細胞 28) の 核 な ら び
に HeLa 細胞 の 核
29) や 細胞質 47) に 3 ′ - 5 ′ ユ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア -
ゼ 活性が 存在 す る こ と が 見 い 出さ れ ､ 部分精製 さ れ て い る . 一 方､ 5
′
-
3
′
ェ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が Steve n s 48
- 50) に よ っ て 酵母 の 細胞 質
か ら部分精製 さ れ て い る ｡
こ れ ま で の 研 究 か ら ､ HeLa 細 胞 お よ び 酵母 の 細胞質 に 3
′
- 5
′
ま
た は 5
/
一 3
′ 方向 に 分解す る エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が存在す る こ と が
明 らか に な っ た の で ､ ラ ッ ト 肝臓 の 細胞質に は どち ら の 酵素が 存在 す るか
興味あ る 問題 で あ る ｡
著者 は ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 分 画お よ び可溶性分画 に エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ
ア - ゼ 活性 を見い 出 し た の で ､ こ の 酵素を ミ ク ロ ソ - ム 分画か ら ､ 分離精
製 し ､ そ の 作用機作 お よ び 一 般的性質を検討 した ｡ な お ､ 酵素の ミ ク ロ ソ -
ム 分画お よ び可溶性分 画 で の 活性 は 前者 の 方 が 高か っ た の で ､ ミ ク ロ ソ -
ム 分画か ら精製を行 っ た ｡
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2 - 1 実験材料 およ び方法
1) ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ ー ム 分画の 調 製
1 - 1 の 1) に 記 し た 方法 と同様 に 行 っ た .
2) ラ ッ ト肝 RNa seinhibito r の 調 製
1 - 2 の 2) に 記 し た方法 と 同様 に行 っ た ｡
3) 各種オ リ ゴ ヌ ク レオチ ドの 調 製
(pA)2 お よ び (pA)3 は poly (A) を 1
- 2 の 1) で 精製 し た エ ン
ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で 分解 し ､ 1 - 1 の 3) に 記 し た 方 法 で 調製 し た ｡.
(Ap)2 お よ び (Ap)3 は micro c oc cal nucle a s e(Wortbingto n Bio
-
che mic al Corp.) で poly (A) を 分 解 し ､ 上 記 の 方 法 で 調 製 し た o
ApA は Ya m a s a Shoyu Co･ ､( Ap)2 A およ び ApUpG は P･IJ･
Bi｡cbe mic als か らそ れ ぞ れ 購入 し た も の を 使 用 し た ｡ 4 S(pA)n お よ
び (Ap)nは以下に示 した方法で 調製 した . 2.5mg poly (A)､ 50m M ト リス
ー
塩酸 (pH7.5)､ 1 m M 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム , 0.5m M E D T A お よび10ng
エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ (1 - 2 の 1) に 記 した方法 で 精製 した) を含む反
応液 (5ml) を37
o
C､ 2時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 い ､ 90℃ ､ 5分間熱処理
をす る こ と に よ っ て 反 応 を停 止 した . こ の 反 応 液 を CM -Sephadex C
-
25カ ラ ム にか け て エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を除き ､ こ の カ ラ ム で 素通 し た 分
画 を Sephadex G - 100 ゲル ロ 過 に か け ､ 4 S (pA)n を 得 た o 4 S
(Ap)n の 調製は10ng エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア
- ゼ の 代 わ り に 牛肺臓 R Na s e
A を加 え て 行 う以 外 ､ 4 S(pA)n の 調 製 と 同様 に 行 っ た ｡ 分 子 量 の マ ー
カ ー と し て ほ 大 腸 菌 tRNA (Mr. 25000)､ 大 腸 菌 5 S R NA (Mr.
40000) お よ び グ ロ ビ ン m R NA (Mr. 190000) を 用 い た ｡
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4) エ キ ソ リボ ヌク レ ア ー ゼの 標準活性剤定法
100p g poly (A)､ 50m M ト リ ス 一 塩酸 (pH7.5)､ 1 m M 酢酸 マ グ ネ
シ ウ ム ､ 0.1M 塩化 カ リ ウ ム ､ 0.5m M E D T A お よび 酵素 を含 む反 応 液
(0.2ml) を37℃ ､ 30分 間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 ､ 10分間水冷 し ､ 担
体 と し て 250/唱 BSA を 加 え ､ さ ら に0.25% ウ ラ ニ ル 酢酸 を含 む 5% 過
塩素酸 を0.2ml 加え る こ と に よ っ て 反 応 を停止 し た ｡ こ の 混合液 を30分間
氷中 に 放置後 ､ 速JL､分離 して そ の 上清 を4倍量 の 蒸留水 で 希釈 し て260n m
で 吸光度 を測定 し た ｡ 酵素 の 1 U は こ の 測定条件 下 で260n m の 吸 光度 を
1.0に 増 加 さ せ る の に 必 要 な 酵素量 と し た ｡
5) poly(A) 分解物 の 薄層ク ロ マ トグラ フ ィ ー に よる同定
本節の 4) に 記
-し た反 応液 (0.2ml) を 1 - 1 の 5) に 記 し た方法 で 行 っ
た ｡
6) poly(A) 分 解物 の Sephade xG - 100ゲ ル ロ 過 に よる 同定
本節の 4) に記 し た反 応液 (0.2ml) を 1 - lの 6) に記 し た方法 で 行 っ
た ｡
7) 各 種オリ ゴヌ ク レオ チ ドか ら得られた 分解物 の 同定
25m M ト リス 一 塩酸 (pH7.5)､ 0.1 M 塩化 カ リ ウ ム ､ 1 m M 酢 酸 マ グ
ネ シ ウ ム ､ 0.5m M E D T A､ 0.4 A260U オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ((Ap)2､
(Ap)3 ､ (pA)2 ､ (pA)3 ､ ApA ､ (Ap)2 A また は ApUpG) お よ
び5U エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を含 む反応液 (0.04ml) を37
o
C､ 3 時間イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た o (pA)2 ､ (pA)3 ､ (Ap)2 ､ (Ap)3､ ApA およ
び (Ap)2A を基質 と し て 用 い た 場合 ､ こ れ ら の 分解 物 を そ れ ぞ れ ､ セ ル
ロ ー ス 薄層プ レ ー ト に ス ポ ッ ト し､ 1 - 1の 9) に記 し た 方法で 分離 し ､ 定
量 し た ｡ ApUpG を 基質 と し て 用 い た 場合 ､ 分解物 を ポ リ エ チ レ ン イ ミ
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ン ー セ ル ロ ー ス 薄層 プ レ ー ト に ス ポ ッ ト し ､ そ の プ レ
ー ト を0.25M 塩化 リ
チ ウ ム で 3 時間展 開 し た ｡ 風乾後 ､ 各 々 の ス ポ ッ ト を紫外線照 射下 で 観察
し ､ 標準物質 の 移動度 と比 較 し て 同定 し た ｡ さ らに 1
- 1 の 5) に 記 した
方法で 定量 し た ｡
8) 分子量の 決定
ェ キ ソ .) ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 分子量 の 決定 は 標準 物質 と し て α - キ モ ト
リ プ シ ノ ー ゲ ン (25500)､ 卵 ア ル ブ ミ ン (45000)､ BSA (67000) お よ
び α - ゼ ラ チ ン (95000) を 用 い ､ Sephadex G - 100お よ び10% ア ク リ
ル ア シ ドで Andre w s34) ぉ よ び La e m mli
35) の 方法 で そ れ ぞ れ行 っ た ｡
S DS - 電気泳動で は α - ゼ ラ チ ン の 代 わ り に ホ ス ホ リ ラ
ー ゼ a (94000)
を用 い た ｡
2 - 2 実験結果
1) ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ ー ム 分画からの エ キ ソ リボ ヌ ク レア - ゼ の 精製
精製 に 関する 全 て の 操作 は 4℃で 行 っ た ｡
step l. ミ ク ロ ソ
- ム 分画 : 2 - 1 の 1) で 得 ら れ た ミ ク ロ ソ - ム 分
画を 1 - 2 の 1) の Step l に記 し た 方法 で 行 い ､ エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア -
ゼ の 精製材料を 得 た ｡ ラ ッ ト肝 臓816g を 用 い ､ こ の 分 画 に は 全 タ ン パ
ク と し て24622mg､ 全活性 と し て24082U 含ん で い た o
step 2 . .硫安 分 画 : Step l か ら 得 ら れ た 試 料 を ､ 1
- 2 の 1) の
step 2 に記 し た方 法で 硫安分 画を行 っ た ｡ 50% 飽和硫 安 で 得 ら れ た 沈 殿
を buffe r B さ`こ 溶解 し た ｡ こ の 段 階 で 全 タ ン パ ク は6933血g､ 全 活 性 は
15255U で あ っ た ｡
step 3 . Sepha c ryl S
- 200ゲ ル ロ 過 ‥ Step 2 か ら 得 ら れ た 試 料
- 3 6 -
を buffer B で 平 衡化 し た Sepha cryl S - 20 カ ラ ム (6 ×100c m) に
か け ､ 上 記 同 buffe r で 溶 出 し た o 溶出･ パ タ ー ン を Fig. 15に 示 した .
こ の 段階 で ､ エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ 活性 と エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ 活性
は 分離す る こ と が 認 め ら れ た ｡ 前者 の 活性 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン115 - 147
を集 め ､ 限外 ロ 過 器 で 濃 縮 し た ｡ こ の 操作 を7 回行 っ た 結果､ 全タ ン パ ク
は1780mg
･
､ 全活性 は8295U であ っ た ｡
Step 4･ P- cellulo s e カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー : Step 3 で 得 ら
れ た 試料 を buffer G (10% グ リ セ ロ - ル ､ 10m M リン 酸 buffe r(pH
7.0)､ 24m M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル) で 透析 し た . buffe r G で 平
衡化 し た P- c elluo s eカ ラ ム (4.5 ×25c m) に 透 析 し た 試 料 をか け ､ 吸 着
しな い タ ン パ ク を上 記 buffer で 溶出 し た後 ､ 10% グリ セ ロ - ル ､ 10m M ト
リ ス 一 塩 酸 (pH7.5)､ 24pIM 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ､ 0.5 M 塩化 カ
リ ウ ム を含 む buffe r で 酵素 を溶出 した ｡ こ の 操作 を2 回行 い ､ 活性 の あ
る フ ラ ク シ ョ ン を集め ､ 限外 ロ 過器で 濃縮 し､ 0.1 M 塩化 カ リ ウ ム を含 む
buffer H (10% グリ セ ロ - ル ､ 10m M ト リ ス - 塩酸 (pH7.5)､ 24m M
2 - } ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ､ 5 m M 酢酸 マ グネ シ ウ ム) で 透析 した ｡ こ の
段階 で 全 タ ン パ ク は150mg, 全活性は6237U で あ っ た ｡
Step 5. D E A E-Sephadex A
- 50カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー : Step
4 か ら得 られ た 試 料を100m MJ塩化 カ リ ウ ム を含む buffer H で 平衡化 し
た D EA臥Sephadex A
- 50カ ラ ム (2.8 ×20c m) に か け ､ 吸 着 を し な
い タ ン パ ク を同 buffer で 溶出し た後 ､ 全体横40 ml の100- 450m M 塩化 カ
リ ウ ム を含む buffe rH の 直線濃度勾配を行 っ て 酵素を溶出 した ｡
活性の あ る フ ラ ク シ ョ ン を集め ､ 限外 ロ 過器 で 濃縮 し､ 5 m M リ ン 酸 blユff-
er (pH7.5) を含 む buffe rI (10% グ リ セ ロ - ル ､ 5 m M ト リ ス 一 塩
- 3 7-
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敬 (pH7.5), 0二5m M ジチ オス ラ イ ト - ル) で 透析 し た ｡ こ の 段 階 で 全 タ
ン パ ク は17mg､ 全店性2278U で あ っ た ｡
Step 6. Hydroxyapatite カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー : Step 5 か ら
- 38 -
得 られ た 試 料 を5 m M リン 酸 buffer (pH7.5) を 含 む buffer I で平 衡
化 し た Hydroxyapatite カ ラ ム (1.5×7.5c m) に か け ､ 吸着 し な い タ ン
パ ク を 同 buffe r で 溶 出 した ｡ さ らに ､ 45m M リン 酸 buffer (pH7.5)
を含 む blユffer I で不純 な タ ン パ ク を溶出 し ､ 45- 200m M 塩化 カ リ ウ ム
を含 む buffer I の 直線 濃 度勾 配 を全 体積160ml で 行 い ､ 酵素 を 溶出 し
た ｡ 溶出 パ タ ー ン を Fig･ . 16に 示 し た o 活性 を含 む フ ラ ク シ ョ ン84- 114
に 酵素 の 安定化の た め に 最終濃度 が 20〃g / ml に な る よ う に BSA を 加
え た ｡ 合 わ せ た フ ラ ク シ ョ ン を濃縮 し ､ buffe r J (10%グ リ セ ロ - ル ､
20m M ト リ ス 一 塩 酸 (pH7.5)､ 0.5 m M ジ チ オ ス ラ イ ト - ル ､ 0.04%
Brij58) で 透析 し た ｡ こ の 段 階 で 全 タ ン パ ク は5.1mg､ 全 活性 は1197 U
で あ っ た ｡
Step 7. 等 電 点 電 気 泳 動 : 0.04% Brij 58､ 0.1m M ジ チ オ ス ラ イ
ト - ル お よ び 2 % セ ル バ ラ イ ト (pH4.0 - 7.0) を 含 む バ イ オ ラ イ ト
(100ml) をト レ イ (11×30c m) の 中に入 れ ､ ゲ ル を調製 した ｡ Step 6か ら
得 られ た 試料 を こ の ゲ ル に添加 し ､ 6.5 W で 4 時間泳動 を行
-
1 た ｡ 泳動 終
了後 ､ ゲ ル を7 m m ず つ に切り ､ ゲ ル を別々 に 分取 し て もuffe rJ で 3 回
抽出 を行 っ た ｡ 酵素 は pH5.6か ら6.0の 範 囲 に 現 わ れ ､ こ の ララ ク シ ョ ン
を 集め ､ 濃縮 し た ｡ さ ら に ､ 濃 縮 し た 酵 素液 を buffer J で 透 析 し ､ 使
用 す る ま で - 80
o
C に 保 存 し た . こ の 段階で 全 タ ン パ ク は1.9mg､ 全 活性 ほ
703U で あ っ た ｡
以上 ､ 精製 を行 っ た 結 果を Table 3 に 示 し た ｡ 最終段 階 で の 酵素 の 比
活性 は 約360U/ mg で あり ､ ミ ク ロ ソ - ム 分画 に比 べ て 比 活性 は 約370倍
に 上 昇 し た ｡ 精製 し た 酵素 の 純度 は SDS - ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電 気泳
動 で魂 J< た 結果､ ほ ぼ 均 一 な バ ン ドを示 し た (Fig. 17)0
- 3 9 -
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本酵素 の 基質特異性 を合成 ホ モ ポ リ マ ー を 用 い て 調 べ た (Fig. 18).
そ の 結果 ､ poly (A) を 最 も よ く分 解 し ､ つ い で poly (U)､ poly (C)
の 順 で あ る こ と が わ か っ た ｡ 牛胸 腺 D N A､ 熟 変 性 牛胸 腺 DNA ､ poly
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Fig･ 17･ S D S･polyacrylamide gelele ctr opho resi ofproteins
in e ach purification step. The n u mbers on the rightrepre
･
s e nt Mr x10
-3
. The electr ophoretic patte m s ofprotein s
fto m ratliver microso m es and a m mo niu m sulfate fra ctio n
w ere sho w nin Fig. 3. 1, SephacrylS
-2 00 fractio n(20 0ng
ofproteirl);2, P･c enulosefractio n(10 0ng ofprotein);3,
D E A E･Sephade x A-25 fraction(100ng of pr otein); 4,
hydro xyapatite fraQtion(40ng ofpr otein);4, is oelectro
-
foc using(2 0ngofprotein)･
(A)･ poly (U) お よ び poly (G) は 分解 し な か っ た o
本酵素 の 分解様式 を 検討 す る た め に ､ poly (A) を基質 と し た 分解物 を
ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン - セ ル ロ ー ス 薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分析 した 結果 ､
pA の み が生成物と し て 認 め られ た (Fig･19)｡ こ の こ と か ら､ 本酵素 はex o-
n u cle olytic に 分解 し て 5
′
- リ ン 酸体 (pA) を生成す る こ と が 示 さ れ た o
次に ､ 本酵素が pro c e s sive m e cbanis m で R NA を 分解 す る か ど う か
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Fig･ 18･ Activity ofe x oribon ucleaseagainstv ariou s substrates. The assays were
caried o ut u nder sta ndard c onditio ns ex c ept that v ario us s ubstrates(100Fig)
w ere u sedasindicated･ ○
,poly(A);○, poly(U);X, poly(C).
を調 べ る た め に 基質と し て poly(A) を 用 い ､ 本酵 素 に よ る poly (A)
分解 物 を Sephadex G - 100ゲ ル ロ 過 に か け て 分析 し た ｡ Fig
･
. 20 Aに
示 し た よ う に ､ 酵素量 が 増加 し て も poly (A) の 位 置の 吸光度 の 減少 と
モ ノ ヌ ク レ オ チ ド (pA) の 位 置の 吸 光度 の 増加 が 認 め ら れ た の み で ､ 中
間 の 場 所 で の 吸 光 度 の 増 加 は 見 ら れ な か っ た . 一 方 ､ 5
′
- A M Pを 生
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Fig. 19. Identification ofhydrolyzed products by polyethyle neimin e-c ellulose
th in･1ayer chrom atog∫aphy. (A)23%degr adatio n ofpoly(A)with ven o mphos-
phodiesterase(2 pg/0.2 ml);(B)23%degradatio n ofpoly(A)with micros o mal
e x oribonuclease(0.3 5unit/0.2 ml);(C)23%degradation ofpoly(A)with R Nase
M(0.4 鵬/0.2 mり.
成す る 蛇毒 ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼ お よ び 3 ′ - AMP を生 成 す る R Na se
M を用 い て 同様 に 行 っ た と こ ろ ､ 両酵素 と も に poly (A) と モ ノ ヌ ク レ
オ チ ドの 中 間 に も 吸光 度 の 増 加 が 認 め ら れ た (Fig. 20B)｡ こ れ ら の 結
果 か ら ､ 本酵素 は poly (A) を proQeSSive m echa nis m , 即 ち ､ 酵素 が 1
つ の R N A鎖 を 攻 撃 し た な ら ば そ の 鎖 を 完全 に 分解す る ま で 他 の RN A
鎖を 攻撃 し な い機構 に よ っ て 分解す る こ と が 明 らか に な っ た ｡
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Fig･ 20･ SephadexG-100chro m atogr aphy of hydrolyzedproducts ofpoly(A)by
micros o m al ex oribo n u clease
,
ve n om phosphodiesterase o rR Nase”. Poly(A)
(100pg)w as used as a s ubstrate ･(A). microsom 山 e x oribo n ucle ase. o, 23%deg-
radatio n ofpoly(A) (0.35 u nite nzym e);o, 45%degradatio n ofpoly(A)(0.75
u nit e n zym e)
'
,
△
,
71% degradatio n ofpoly(A) (1.0 unite nzym e).(B). o, 23%
degradatio n ofpoly(A)by ven o mphosphodiesterase(2pg);○, 23%degradatio n
ofpoly(A)byR NaseM(0.4 pg).
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さ ら に ､ 本酵素 が R NA を3
′
一 5
′
ま た は 5
′
一 3
′
の ど ち ら の 方
向に 分解す る か を決定 す る た め に 種 々 の 実験 を 行 っ た ｡ 最 初 に R N A鎖
を 3
′
- 5
′
方 向 に 分解 す る こ と が 知 ら れ て い る M ic r ococcus luteus
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ リ ラ ー ゼ お よ び 本 酵 素 に よ る 酵 母 R N Aの 分解
を調 べ る実験 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド鎖 な ど の 3
′
末端ま た は 5
′
末端 の リ ン
酸基 を加水分解す る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ - ゼ の 効果を 調 べ た ｡ 両酵素で 酵
母 R N Aの 分解 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ - ゼ の 添加 で 促 進 を 受 け た (Fig.
21)｡ ま た 本酵 素 ､ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ - ゼ ､ 牛膝 臓 R Nase A お よび
1 - 2 の 1) で 精製 した エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を Table 4 に 示 し た よ
う に 組 み 合せ て poly (A) を基 質 と し て 分解 し た ｡ poly (A) は ビ リ ミ
ジ ン 塩基 に 特異的 で あ る が ､ 比 較 的多 量 の R Na s eA を 用 い る と分 解 さ
- 51)
に よ っ て 報告 さ れ て い る ｡ Table 4 - 1 の 実れ る こ と が Im ur a ら
験 に 使 用 した RNa s eA の 量 は 標準 活性 測定 法 で poly (A) を 分解 し
た 場合 ､ 酸可溶性生 成物を生 じ な か っ た が ､ Sephade x G - 100で は poly
(A) と モ ノ ヌ ク レ オ チ ドの 中間に 分解物 が 認 め られ た ｡ ラ ッ ト 肝 ミ ク ロ
ソ - ム の エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ も上 と 同様 な 量 を 用 い た . Table 4 -
1 に 示 し た よ う に ､ 本 酵素 に よ る poly (A) の 分解 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ - ゼ の 添加 で 促進さ れ た が ､ R Na s eA の 添加 で は著 明 に 阻 害 さ れ た ｡
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ - ゼ お よ び R Na s eA を 同 時 に 添 加 し た 場 合 ､ 本 酵
素 に よ る
一p
Oly (A) の 分解 は促進 さ れ た ｡ 一 方 ､ Table 4 - 2 に 示 し た
よ う に ､ 本酵素 に よ る poly (A) の 分 解 は エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 添
加 で わ ず か に促進 さ れ ､ エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ お よ びア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ - ゼ を同時 に加 え る と poly (A) の 分解 は 明 ら か に 促進 さ れ た . 以 上
の 結果 か ら ､ 本酵 素 に よ る 酵母 R N Aお よ び poly (A) の 分 解 は 各 々
- 4 6 -
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の 基質分子の 3 ′ 末端 に 水酸 基を必 要と し て ､ 3
′
一 5
′
方向 に 起 る こ と
が 示唆 さ れ た ｡ さ ら に RNa s eA に よ っ て 生成 さ れ た 3
′
末 端 の リ ン 酸
基 は 本酵素 に よ る3 ′ 末端 に 水酸基 を も つ 基質 の 分解 を阻害す る こ と が示
唆さ れ た ｡ 本酵素が 3 ′ 一 5 ′ 方 向 に poly (A) を分解 す る こ と を確 か
め る た め に ､ 4 S(pA)n お よ び (Ap)n を基質 と し て 馴 ､ て 調 べ た ｡ Fig.
22に 示 し た よ う に , 本酵素 に よ る 4 S(Ap)n の 分解 は 非常 に 遅 い が ､ ア
ル カ リ ホ ス フ ァ 夕 - ゼ が 添加 さ れ る と こ の 基質 は速 く分解 さ れ た o - 方 ､
本酵素 に よ る 4S(pA)n の 分解 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ - ゼ の 有無 で は と
ん ど影響が な か っ た ｡ こ の こ と は ､ 本酵素 に よ る poly(A) の 分解 は 3
′
一 5
′
に 起 る こ とが 強く 示 唆さ れ た ｡
さ ら に ､ 本酵素 の 分解 様式を種 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを基質と し て 用
い て 検 討 し た (Fig. 23)0 3
′ 末 端 に .) ン 酸基 を も つ (Ap)2 お よ び
(Ap)3 は 酵素 に よ っ て 分 解 さ れ な か っ た ｡ こ の こ と は Fig. 22お よ び
Table 4 に 示 し た 結 果を支持 す る と考 え ら れ る ｡ 3
′
末端 に 水酸基 を も
つ ApA ほ本酵 素 に よ っ て 分 解 さ れ な か っ た ｡ し か し､ (Ap)2A は ほ
とん ど完全 に ApA と pA に 分解 さ れ､ 生成 物 と し て ア デ ノ シ ン は 認 め
られ な か っ た ｡ こ の 場合 ､ ApA が生成物 と し て 認 め られ る こ と か ら こ の
基質 は 本酵素 に よ る分解 に抵抗性 を も つ こ と が 考 え られ る ｡ (pA)2 お よ
び (pA)3 は本酵素 に よ っ て 分解 さ れ る が ､ 前者 で は50- 60% ､ 後 者 で は
ほ ぼ100% pA に な る こ と が 示 さ れ た ｡ さ ら に ､ ApUpG を基質 と し て
用い ､ そ の 分解物をポ リ エ チ レ ン イ ミ ン - セ ル ロ ー ス 薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
で 分析 し た ｡ Fig.24に 示 し た よ う に ､ 生成 物 と し て ApU お よび pG が
認め られた ｡ これらの 結果か ら､ 本酵素は 3
′
,
一 5
′ 方向 に分解し､ ジ ヌ ク
レ* シ ド - リ ン 酸は 本 酵素 に よ る分解 に抵抗性を持 つ こ とが 明らか に な っ た ｡
- 4 9 -
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3
′ 末端 に リ ン 酸基 を も っ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は本酵素 活性を 阻害す る
か 否 か を確 か め る た め ､ 本酵素 に よ る (Ap)2A の 分解 に お け る (Ap)3
の 効果 を調 べ た ｡ Fig･･ 25に 示 し た よ う に ､ (Ap)2A の 分解 は (Ap)3
の 量 の 増加 に伴 い ､ 減少 し た ｡ こ の こ と は 3 ′ 末端に リ ン 酸基 を も つ オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ドは 本酵素活性を 阻害す る こ と が 明らか に な っ た ｡
3) エ キソリボヌク レア ー ゼの 一 般的性質
本酵 素 の 分子 量 ほ ゲ ル ロ 過 お よ び S DS 一 電 気泳 動 で 調 べ た 結果 そ れ
ぞ れ88000､ 92000で あ っ た (Fig. 26)0
本酵素活性 に与 え る 1 価 カ チ オ ン (塩化 カ リ ウ ム ､ 塩化 ア ン モ ニ ウ ム お
よ び塩化 ナ ト リ ウ ム) お よ び2 価カ チ オ ン ( 酢酸マ グ ネ シ ウ ム ､ 塩イヒマ ン
ガ ン お よ び塩化 カ ル シ ウ ム) の 効果 を調 べ た . Mg2＋ は 活性発 現 に 必 須 で
あ り ､ そ の 至 適濃 度 は 約1 m M で あ っ た ｡ Mg2＋ の 代わ り に M n 2
＋ を用 い
る と約40%の 活性 し か 認 め られ ず ､ Ca2＋ で は 全 く 活性 は 現 わ れ な か っ た
(Fig. 27A)0 Mg2＋ の 至 適 濃 度 は poly (A)､ poly (C) お よ び poly
(U) を基質 と し て 用 い た 場合 ､ 同 じ で あ っ た (Fig. 27B)｡ 本酵素活 性
は K
＋
､ Na
＋ お よ び N H4
＋
で 促 進 さ れ た ｡ poly (A)､ poly (C) お よ
び poly (U) を基 質 と し て 用 い た 場合 ､ そ の 至 適濃度 は K
＋
､ N H4
＋ お
よ び Na 十 で そ れ ぞ れ50- 100m M ､ 25- 50m M ､ 100- 200m M (Na ＋ は 除
く) で あ っ た (Fig. 28)0
本酵素活性 に 与え る ポ リ ア ミ ン の 効果を調 べ た ｡ poly (C) を 基質 と し
た 場合 ､ Mg
2＋1 m M ､ K
＋ が 存在 しな い 時 に0.2m M ス ペ ル ミ ン に よ っ て
約4 倍 の 分解促進 が 認 め られ た ｡ K ＋ の 濃度 を25m M ､ 50皿 M と増 や す と
分解促進 が 減少 し ､ 50m M K＋ で は は と ん ど分解 の 促進 が 認 め られ な か っ
た (Fig. 29A)0 K
十 濃 度 (50m M) で Mg2
＋
の 濃 度 を 変 化 さ せ る と
- 5 3 -
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Mg
2＋
砂
(0･5m M) で 約1･6倍 の 分解促進 が 認 め られ ､ Mg
2＋
が 存 在 し な い と
き は 活性 は 全 く 現 わ れ な か っ た (Fig. 29B)o poly (A) を 基質 と し て
剛 ､ た場合､ 1 m M Mg
2 十
､ K
十
が 存在 しな い とき 0.1m ス ペ ル ミ ン で 約2
倍 ､ 1 m M Mg
2 十
､ 25M K
十
で 同 ス ペ ル ミ ン 濃 度 で 約1.5倍 に 分解促進 さ
れ ､ 他の 条件で は ス ペ ル ミ ン の 効果は認め られ な か っ た (Fig.30)0 poly(U)
を基 質と し て 用 い た 場合 ､ 1 m M Mg
2＋
､ K
十
が 存在 し な い と き に ､ 0･1 お
よ び0.2m M ス ペ ル ミ ン で 若干の 分解促進 が 認 め られ た が ､ 他 の 条件 で は
ス ペ ル ミ ン の 効果 は 現 わ れ な か っ た (Fig. 31)0
本酵 素 の 至適 pH は7.5 - 8 で あ り ､ 活 性 は pCM B で 阻 害 さ れ た
(Fig･ . 32)0 poly (G) は 本酵素活性 を 阻害 す る が ､ ラ ッ ト 肝 R Nas e
inhibito r お よ び 抗 R Na s eA 血 清 は 阻 害 し な か っ た (Fig. 33)0
2 - 3 考 察
本酵素 は分解様式(pr ｡ ｡ e s siv e m e chanis m)
52)
､ 基質特異性
531分子量 54)
お よ び M㌔
＋
要求性53)に 関 し て 大 腸 菌 R Na s eⅡ と 似 た 性 質 を 有 し て い
た o し か し ､ 本酵素活性 に 与え る K
＋
ぉ よ び ス ペ ル ミ ン の 効果 は こ れ ら
カ チ オ ン が 大腸菌 R N乱S e Ⅱ に与 え る効果 に 比 べ て 小 さ い こ と が わ か っ
た 55) ｡ 本酵素と同様 な分 解様式 を と る こ と が M icro c o c cus lute us か ら
精製さ れた ポ リ ヌ ク レ オ チ ドホ ス ホ リ ラ ー セ
56) や La ctoba cilln splantar um
か ら部分精製さ れ た エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ
57)
で 報告さ れ て い る｡
さ ら に ､ 本酵素 は分解様式 (pr o c e ssive m e chanis m) お よ び Mg
2＋要求性
に 関 し て エ ー ル リ ッ ヒ 癌細胞の 核 28) ぉ よ び HeLa 細胞 の 細胞質
47) か
ら得 ら れ た エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ と 同様 な 性質 を 有 し て い た ｡ HeIJa
細胞の エ キ ソ リ ボヌ ク レ ア - ゼ は Sephadex G - 200 ゲル ロ 過 で voidvolu me
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Fig. 32. EffectofpH andp･chlor o m er cuibe n z o ate o nthe activity of
ex oribo n u cle ase. T he assays w ere carried o ut u nder standard c o ndi･
tio n s ex c ept thatthe pH w aschanged as specified inthe figu re. The
buffers used were50mM potassiu macetatebuffe r(pH 5.0),5 0m M
Pipes-NaOfl buffer(pli6.0 and 7.0), 50mM Tris･tICl buffer(ptI
7.5, 8.0 a nd 9.0)a nd 5 0m Mglycin e･NaO H buffer(pH 10.0).In the
ass ays, 0.2 u nit ofe x oribo n u cle ase w as used. ＋, n op- chlo ro m ercu ri-
be n z oate;O,0.1 mM p-chloro m erc uriben z o ate .
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･
a rd c o ndition s with 0.2 unit e nzym e e x cept thatpoly(G)(｡), ratliverR N左se
inhibitor(0)o ranti-RNaseA se ru m(X)w as addedas･indic ated･
に 溶出さ れ る こ と が 報告 さ れ て い る ｡ 本酵素 は こ の カ ラ ム で voidv oln me
に 溶出 さ れ な い こ とが 認 め られ て い る ｡ 両酵素 の 分子量 の 大き さ を 直接 に
は 比 較で き な い が ､ 本酵素 の 分子量 の 方が 小 さ い と 考え られ る o
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本酵素 ほ (pA)2 を分解 し て pAを生成 し た が ､ こ の 基質 は 完 全 に 分解
さ れ な か っ た ｡ 同様 な 結果 が HeLa 細胞 の エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で も
示 さ れ て い る47) ｡ しか し ､ (pA)3 を基質 と した 場合 ､ 本酵素 は こ の 基質
を は ぼ 完全 に 分解 し ､ pA の み が 生 成物 と し て 認 め ら れ ､ (pA)2 は 生 成
し な か っ た ｡ こ の こ と は 本酵 素 が (pA)2 に 比 べ て (pA)3 の 方 に 強 い
親和性を有し ､ さ ら に ､ 本酵素が pro ce siv e m e cha nis m で 最初に (pA)3
を分解 し て 生成 し た (pA)2 (こ れ は酵素 に 結合 し て い る) の 分解 は 酵 素
に 結合 し て い な い (pA)2 の 分解 に 比 べ て 速く 起 る こ と を示唆 し て い る ｡
(pA)2 は 本酵素 に よ っ て 分解 さ れ る が ､ ApA は 全 く 分解 さ れ な か っ
た ｡ こ の こ と は 本 酵 素 に よ る ApApA お よ び ApUpG の 分 解 で そ れ
ぞ れ pA およ び ApA なら び に pG お よ び ApU を生 じ る こ と な ら
び に エ ー ル リ ッ ヒ 癌細胞 の エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ る ApApA の 分解
か ら pA お よび ApA を生 じ る 結 果 28) か ら も支 持 さ れ る ｡ ApA の 分
解 さ れ な い 理 由 と し て は 酵 素が 基質 と し て 認織 す る の に は鎖長 が 短 か す ぎ
る こ と や 5
′
末端 に リ ン 酸基 を欠 く こ と が 原因 と し て 考え られ る ｡
本酵 素 は 3
′
一 5
′ 方 向 に RN A をpro cessiv e m e cbanis m で 分 解 し
て pA を生成 す る が ､ 酵母か ら部分 精製 さ れ た エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ
は RNA を5
′
- 3
′ 方向 に pro c essive m e chanism で 分解 す る こ と が
示さ れ て い る 50) ｡ 本酵素 は 5 ′ 末端 に リ ン 酸基 を も つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を分解す る が ､ 酵母 の 酵素 は こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを分解 し な い こ と
が 認 め ら れ て い る ｡ こ の こ と は 両酵素 の 分解 の 方 向性か ら考 え て 当然 の 結
果 で あ る と思 われ る ｡ しか し , 3
′
一 5
′ 方 向 に 分 解 す る 大 腸 菌 RNa s e
Ⅱ は (pA)7 よ り小 さ い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分解 に 対 して 極 め て 弱 い
活性 し か 示 さ ず ､ さ ら に (pA)2 お よ び (pA)3 は は と ん ど 分解 し な い
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こ と が 報告 さ れ て い る ｡ さ ら に , 大腸 菌 R Na s eⅡ で poly (A)､ poly
(U) 等 の 合成基質 を 分解 し た 結 果か ら も pA の 他 に 5
′ 末端 に リ ン 酸
基を も つ 低分子オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが 蓄積す る こ とが 認 め られ て い る52) 0
こ れ ら の 低分子基質 の み を 3 ′ 一 5 ′ 方向 に pro c e s sive m ecbanism で 分
解 して pA を生 成す る 酵素が 大腸 菌 か ら部分 精製 さ れ て い る 58,59) o
こ の こ と は 大腸菌 R Na s eⅡ の 分解 で 生成 し た 低分 子 は 低分 子基 質 の み
を分解す る酵素に よ っ て pA に な る こ と が 考 え られ る ｡ そ れゆ え nieking
を 受け た 大腸 菌 m R N A等 の 分解 は 大腸 菌 R Na s eⅡ お よ び 低分子基質
の み を分解する酵素 で モ ノ ヌ ク レ オ チ ドに ま で 分解 さ れ る こ とが 考え られ る ｡
一 方､ 真核細胞 に は低分子 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを pA に 分解す る酵素
の 存在 は 明 らか に な っ て い な い が ､ 本酵素 に よ る (pA)2 お よ び (pA)3
の 分解の 結果お よ び poly (A) 分解物に は pA の み が生成す る こ と等か ら ､
大 腸 菌 R Na s eⅡ で (pA)2 お よ び (pA)3 は 分解 さ れ な か っ た 結果
と 異な っ て い た ｡ さ ら に ､ エ ー ル リ ッ ヒ 癌 細胞 お よ び HeLa の 細胞 の
3 ′ - 5
′
ェ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ る (pA)2 の 分解 で pA に な る
こ と 28,47) か ら考 え る と ､ 真核細胞の 酵素に 特異的な性質か も しれ な い ｡
本 酵素 は 大腸 菌 RNa seⅡ と 同 様 に 低 分 子 基質 よ り も 高 分子基 質 に
親和性 を有 し､ 二 重鎖 RNA は本酵素 に よ る 分解 に 抵抗性 で 挙り ､ 一 蛋
鎖 R NA を選 択 的 に 分解 し た ｡ こ れ ら の 結 果 は 高次構造 を も つ m RNA
等 は分解 さ れ な い こ と を 示唆 し て い る ｡ しか し ､ 前章 に 記 した エ ン ド リ ボ
ヌ ク レ ア - ゼ に よ っ て m R N A等 に nick が 入り ､ 高次 構造 が も た な く
な っ た 場合 ､ 本酵素は 働 く と 考 え られ る ｡ こ の こ と は ､ 大 腸 菌 rR N A
ぉ よ び tR N Aの 分解 に 関 し て 報告 さ れ､ た 結 果
25･26) に 一 致す る と 思 わ れ
る ｡
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2 - 4 小 括
本酵素を ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ ー ム 分画 か ら硫 安分画､ ゲ ル ロ 過 ､ イ オ ン 交
換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ､ 吸 着ク ロ マ ト グラ フ ィ ー お よ び 等電 点電 気泳動 で
精製 し ､ 比 活性 は ミ ク ロ ソ ー ム 分画 に 比 べ て 約370倍 に 上 昇 し ､ 本 酵素 ほ
電気泳動的 に は ぼ 均 一 で あ っ た ｡
本酵素 は poly (A) 等を 3
′
一 5
′ 方 向 に pr oc e8 Sive m e cba nis m で
分解す る エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で あ り ､ 本酵素活性 は 3 ′ 末端 に リ ン 酸
基 を も つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドで 阻害 さ れ ､ さ ら に ApA ､ ApU 等 は 本 酵
l
素 に よ る 分解 特技 抗性 を も つ こ とが 明 らか に な っ た ｡
前章 に 示 し た エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で 生成 した 5
′
末端 に リ ン 酸基 を
も つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは 本酵素 に よ っ て 分解 さ れ や す い と 考 え られ る ｡
本酵素 は 活性発現 に Mg2＋が 必須 で あ り ､ 本酵 素活 性 は K
＋ ぉ よ び ス
ペ ル シ ン で 促進 さ れ た ｡
ラ ッ ト 肝 ミ ク ロ ソ - ム の エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で nick を 受 けた 5 ′
末端に リ ン 酸基を も つ 基質 は本酵素 に よ っ て 分解 さ れ や す い と 考え られ る ｡
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第3章 ラ ッ ト 肝可溶性分画 に 阻害因子 と結合 し て 存在す る
エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 精製と作用機作
ラ ッ ト 肝臓 の 可溶 性分画 に リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ 活性を 阻害す る因子お よ び
そ の 阻害因子と結合 し て 存在す るリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が Rotb 60,61) に よ っ
て 見 い 出 さ れ ､ 阻害因子 お よ び リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が 部分精製 さ れ て い る ｡
こ の 阻害因子 は熟 に 不 安定 で ､ pC M B お よび P b2
＋ に よ っ て 失 活す る こ
と が 知 られ て い る 61) ｡ そ の 後 ､ Sh｡rtm a n 62,63) は こ の 阻害因子を精製
し ､ 熟 に 不安定 な ､ S H 基依存 性 の タ ン パ ク 質 で あ る こ と を示 し た ｡ さ
らに ､ Gribna u ら 64) は R Na se A の ア フ ィ ニ チ イ - ク ロ マ ト グラ フ ィ ー
で こ の 阻害因子 を高度 に精製 し ､ そ の 分子量 が50000で あ る こ と を報告 して
い る ｡
一 方 ､ ラ ッ ト肝臓 の 可溶性分 画に 阻害因子 と 結合 し て 存在す る リ ボ ヌ ク
レ ア - ゼ は Roth に よ っ て 部分 精製 さ れ ､ こ の 酵素 は 至適 pH が7.8で ､
熱 に 安定 な 酵素で あ る こ と が報 告さ れ て い る ｡ そ れ以 後､ こ の 酵素 は純粋
に 精製 さ れ て お らず ､ そ の 作用 機作 お よ び そ の 他 の 一 般的性質 に 関し て も
調 べ られ て い な い ｡ こ れ ま で に ､ ブタ 肝臓 65) ぉ よ び牛脳
66)
の 可溶性分
画か ら阻 害因子 と結合 し て 存在す る l) ボヌ ク レ ア - ゼ が 部分精製さ れ､ そ
れ ら の 性質が 調 べ られ て い る o さ ら に ､ 阻害因子と リ ボ ヌ ク レL7
- ゼ の 複
合体 の 形 で 分離精製す る こ と が マ ウ ス 骨格筋 67) ､ ラ ッ ト 網 状赤 血球 68)
お よ び ブ タ 甲状腺 69) で 行われ て おり ､ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 性質 が 報告 さ
れ て い る ｡
ラ ッ ト肝可溶性分画 に 阻害因子と 結合 して 存在す る リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の
生 理 的 意 義 は 不 明 で あ る が ､ mR N A､ rR N A およ び tR N Aの 分 解 に
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関与す る 可 能性 が そ の 局在す る 場所か ら考 え ら れ る ｡ そ れ ゆ え ､ ラ ッ ト 肝
可溶性分画 か ら上記 リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を分離精製 し , そ の 作用 機作 お よ び
一 般 的性 質を検討 し た o
3 - 1 実験材料 お よ び方法
1) ラ ッ ト肝10000 × g 上 清の 調 製
1 - l の 1) に 記 し た 方法 で 肝臓 を ホ モ ジ ナ イ ズ し ､ そ の ホ モ ジ ネ - ト
液 を冷却遠心 機 に て17000× g ､ 10分間遠心 分 離 を 行 っ た ｡ 得 ら れ た 上清
を100000× g ､ 60分 間遠心 分離 し ､ そ の 上 清 を100000× g 上 清 と し た ｡
2) ラ ッ ト肝 R Na s einhibito r の 調 製
ラ ッ ･ 卜 肝 R Na s einbibitor は Gribn a u ら32) の 方 法 に 従 っ て100000
× g 上清か ら精製した ｡
3) 抗R Na s eA 血 清の 調 製
Igara shi らの 方法 70) で 10mg RNas e A を ウ サ ギ に 2 回注射 し , 抗
体 を調製 した ｡
4) エ ン ドリボ ヌ ク レ ア - ゼ の 標準活性 測 定法
200〃 g 酵 母 R NA､ 50m M トリ ス
一 塩 酸 (pH7･5)､ 20m M E D TA
お よ び酵素を 含 む床応液 (0.2ml) を37℃､ 30分 間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た 後 ､ 10分 間氷 冷 し ､･ 担体 と し て250iLg BSA を 加 え ､ さ ら に ､ 0.25%
ウ ラ モ ル 酢酸 を含 む 5% 過塩素酸 を0.2ml 加え る こ と に よ っ て 反応 を停 止
した ｡ こ の 混合 液を30分氷中 に 放置後､ 遠心 分離 し て そ の 上清 を4 倍量 の
蒸留水 で 希釈 し て260n m で 吸光度 を測定 し た ｡ 酵素 の 1 U はこ の 測 定条
件下 で260n m の 吸光度 を1.0に 増加 す る の に 必 要 な 酵 素量 と し た ｡
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5) po[y (C) 分 解物 の Sephade xG - 100ゲ ル ロ 過 による同定
100〟 g poly (C)､ 50m M ト リ ス 一 塩 酸 (pH7.5)､ 20m M ED TA
お よ び酵素を含む反 応液 (0.2ml) を37℃､ 30分 間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 ､
1 - 1 の 6) に 記 した 方法 で 分析 し た ｡
6) poly (C) 分 解物の 薄層ク ロ マ トグラ フ ィ ー に よる同定
200〟 g poly (C)､ 5 m M ト リ ス 一 塩酸 (pH7.5) お よ び96ng 酵素 を
含む反 応液 (0.2ml) を37℃､ 5 時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 ､ 0.02ml に 濃
縮 し､ ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン ー セ ル ロ ー ス 薄層 プ レ ー ト に ス ポ ッ ト し た ｡ そ
の プ レ ー ト を0.3M 塩化 リ チ ウ ム で 1時間､ 室温で 展 開 し た ｡ 風乾後 ､ ス
ポ ッ ト を紫外線照射下 で 観 察し ､ 標準物質の 移動度と 比較 し て 同定 した ｡
7) 分子量 の 決定
エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 分子量 の 決定 は 標準物質と し て シ ト ク ロ ー ム
c (12400)､ α - キ モ ト リ プ シノ ー ゲ ン (25500)､ 卵 ア ル ブ ミ ン (45000)
お よ び BSA (67000) を 用 い ､ Sephadex G - 100 およ び14% ア ク リ ル
ア ミ ドで Andr e w s34) お よ び La e m mli35) の 方法 で そ れ ぞ れ行 っ た ｡
3 - 2 実験結果
1) ラ ッ ト肝可 溶性 分画 に阻害因子 と結合 して存在する エ ン ドリボ ヌ ク
レ ア - ゼ の 精製
精製 に 関す るす べ て の 操作 は 4
o
C で 行 っ た ｡
Step l･ カ ドミ ウ ム 処 理 :100000×g 上清 に タ γバ ク 1 mg 当り0･1
〟 m ole に な る よ う に0.1 M 塩化 か ドミ ウ ム を滴加し､ 20分間撹拝後､ 1500
× g ､ 20分 間遠心分離 を行 い ､ そ の 上清を得 た ｡ こ の 処理 で ､ 阻害因子 と
結合 し て 存在す る エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ 活性 は 完全 に 活性化さ れた ｡
- 6 9- +
ラ ッ ト 肝臓300g を 用 い こ の 段階 に 含 ま れ る 全 タ ン パ ク は149000mg､ 全
活 性 は183000U で あ っ た ｡
step 2. 硫 安分 画 : Step l か ら得 ら れ た 試 料 に 固体硫 安 を25%飽 和
に な る よ う に 加え30分間撹拝後 ､ 20000× g ､ 20分間遠 心分 離 し た ｡ 得 ら
れ た 上清 に50%飽和 に な る よ う に 固体硫安 を加 え ､ 上 記 と 同様 な 操作 を行
い
､ 上清 を得 た . こ の 上清 に85%飽和 に な る よ う に 固体硫安を 加 え ､ 同操
作 を行 い 沈殿 を得 た ｡ こ の 沈殿 を buffer K (59iグ リ セ ロ - ル ､ 10m M
ト リ ス 一 塩酸 (pH7.9)) に 溶 解後 ､ 同 buffe r で 透析 し た ｡ こ の 段 階で
全 タ ン パ ク 埠50300mg､ 全活性 は126000U で あ っ た o
step 3. CM
- Sephadex C
- 25ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Ⅰ) : Step
2 で 得 ら れ た 試 料 を buffer K で 平衡 化 し た C M - Sephadex C
- 25カ
ラ ム (4.8×20c m) に か け ､ 同 buffer で 未吸 着 タ ン パ ク を除 い た 後 ､ 0.6
M 塩化 カ リ ウ ム を 含 む buffe r K で酵素 を溶 出 した ｡ 活性 の あ る フ ラ ク
シ ョ ン を集 め ､ 限外 口 過 器 で 濃縮 し た ｡ こ の 操作 を10 回行 っ た 結 果 ､ 全 タ
ン パ ク は537mg､ 全 活性 は5270 U で あ っ た ｡
step 4. Sephac ryl S
- 200 ゲル ロ 過 : Step 3 か ら 得 ら れ た 試 料 を
o.5M 塩 化 カ リ ウ ム を 含 む buffer K で 平衡化 し た Sephac ryl S - 200
カ ラ ム (6 × 100c m) に か け ､ 同 buffe r で 酵 素 を溶出 し た ｡ 活性 の あ る
フ ラ ク シ ョ ン を集 め ､ 濃縮 を行 っ た後透析 した ｡ こ の 操作を 2 回行 っ た 結
果 ､ 全 タ ン パ ク は119mg､ 全活性 は45400U で あ っ た o
step 5. C M
- Sephadex C
- 25カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Ⅱ)
step 4‾か ら得 ら れ た 試 料 を buffer K で 平衡 化 し た CM
- Sepbadex
c - 25カ ラ ム (2.8×25c m) に か け ､ 同 buffer で 未吸 着 タ ン パ ク を 除 い
た ｡ 次 に ､ mix cba mbe r に400ml の buffer K ､ re s e rvior に0.3M 塩化
- 70 -
カ リ ウ ム を 含む buffe r K (1 A) を そ れ ぞ れ入 れ ､ mix cha rnber の 体積
を 一 定 に 保 つ よ う に し て 0 か ら0.3M の 濃度勾配 (non-lin ear) を行 い ､
酵素 を溶出 した . そ の 溶 出 パ タ ー ン を Fig. 34A に示 し た ｡ フ ラ ク シ ョ
ン143- 185を集 め ､ 濃 縮 後 ､ buffe r L (20m M 酢 酸 buffe r(pH5.5),
1 m M E D T A, 1 m M 2 - メ ル カ プ 卜 エ タ ノ ー ル) で 透析 した . こ の 段
階 で 全 タ ン パ ク は16.9m g､ 全 活性 は28600U で あ っ た ｡
Step6･ Agro s e
- 5
′
- (4 - amin ophe nyl pho sphoryl) - u ridin e
2
′
(3
′) - pho sphate (AG 2
′
(3 ′), 5 ′ - U D P) ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー : Step 5 で 得 られ た 試料 を buffer L で 平衡化 し た AG 2
′
(3
′), 5
′
uD P カ ラ ム (0.7×3.5c m) に か け ､ 未吸 着タ ン パ ク を同
buffe r で 洗 い ､ さ ら に ､ 0.2M 酢酸 buffer (pH5.5) で 不 純 な タ ン パ ク
を除い た ｡ 次に ､ 0.5M 塩化カ リ ウ ム を含む buffer K で 酵素 を溶出 した ｡
そ の 溶出 パ タ ー ン を Fig 34B に示 し た ｡ フ ラ ク シ ョ ン30- 36を集 め た ｡
こ の 段階で 全 タ ン パ ク は0.31mg､ 全活性 は21100U で あ っ た ｡
Step7. CM
- Sephade x C - 25カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー (Ⅲ) :Step
6 で 得 られ た 試料 を buffe r K で10倍 に 希釈 し た 後 ､ 50m M 塩化 カ リ ウ
ム を 含 む buffer K で平 衡化 し た CM - Sephade x C - 25カ ラ ム (1.2
×2.8c m) に か け､ カ ラ ム を同 buffer で 洗 っ た 後, 50 - 200rnM 塩化 カ リ
ウ ム を含 む buffe r K の 直線濃度勾配 を全 体積400ml で 行 い ､ 酵素を 溶
出 した ｡ 活性の あ る フ ラ ク シ ョ ン を集め ､ 濃縮 後､ buffe r K で 透析し た ｡
透析 し た 試料 は 使用す る ま で - 80℃に 保存 し た ｡
以上 ､ 精製 を行 っ た 結果 を Table 5 に示 し た ｡ 最終 段階 で の 酵素 の 比
活性は 約157000U/ mg で あり ､ カ ドミ ウ ム 処 理 に 比 べ て 比 活性 は 約128000
倍 に 上 昇 し た ｡ 精製 し た 酵 素 の 純度 を SD S- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電 気
- 71
■
-
A0.6
O.A
α2
Gradie nt
与
E
⊂
⊂)
CD
～
～
吋
む
U
⊂
吋
.a
し
0
tI)
.a
<
0
1.
0.
0.
0
2
8
4
0
5 0 10 0 15 0 2 0 0 2 5 0
1st
与
2nd
↓
B
0 10 2 0 3 0 ムO
F｢･a ctio n N u mbe r
0.6
0.ち
0.2
0
0.8
′ ､
⊂)
”
～
i
ヽ ー
>■
～
●
● -
>
I ■ ■ -
～
U
i
む
o.6 詔
<
Z
O 4∝
0.2
0
Fig･ 34･ Cbro m atogr aphic pu ri鮎 atio n or e ndoribo n u cle ase. (A)C M-Sepbadex C･25
c olu m n chro m atogr aphy(ⅠⅠ). Aliqu ots(5 pl)were assayedforendoribo n uclease activ-
ity. ●, absorban ceat 28 0nm; △ , e ndori bo n u cle ase activity. (B)A G 2
'
(3
'
), 5
'
･U D P
colu m n chro m atography･ The elutio nbuffer w as changedat the arrowsto(1st)0.2 M
s odiu m acetate buffer(pf1 5. )a nd(2nd)bufferK co ntaining0.5 M K Cl. Activity
w as m easu redasdescriもedin(A).
- 7 2 -
0
0
0
の
N
℡軸 ■
0
0
0
かヽ
∽
℡■■ -
0
0
甲■ ‾
､す
甲 ‾
の
q
0
8 昌 の○ ●
v= ㈹ 野 望 監8
m m ヽす
r q ば)
∽
認 諾 v-:
v= m ex) N 0 0
●
g) の く乃 O
m 望短
呂 oo 諾 o
o 8 呂
o o ト 吋
W q p
ry) w N むn QO
q p
の N L n 吋 m N
サ■- ■■ Y'd dd
甲 ■‾ ■
g) ”
● ●
o o ト 0 ) W 0
0 0 ” qL - y -
O ” .u
■
〉 -
の ○
､甘 u?
サ■ 句 ■■
･ q u7
o o 吋 N LE) - 0
サ ー O uつ ▼ - 甲 叫
rr) く⊃
の p
雷 g 車
m o 甲ELK3書 ,
言 毒
N:冒写
一
駕
篭紺嘗
q■
, l
● ● ● ● ● ●
. q
'
N m ヾ Ln (D ヒヽ
- 7 3
′
-
Qp 3恥
3> 申
○ 申 叫 ● ヰ中■ ■
4 J
qv .≡
一中 一 〃 叫
む u
∝ 噂 げ ､
こ罰
普喜
>ヽ r ､
ご巴 ∽
表芸 ･3
産名望
こ
● l■■ ■ ■
. , _ む ′
用 ヽ
喜歪E
qノ
§ ニ
芯 E
> ヽ ー
C:
屯∂
● ●■ ■■■
～
リ
8ー
L
LL
▼ 一 - 1
⊂)
∽
○
＋J
>･-
U
h
q)
>
こ∃
～
ct)
-
.ヨ
トH
Cl
.tj
re
頚
,i
ごヨ
a
粥
q)
▼
一■ ■q
Pぺ
己
O
O
亡匂
∽
亡d
bJ)
G
.
S
●
喜
色〉
∽
d
d)
y -
O
コ
G
O
. A
'
□
○
-d
巧
くD
G
cd
-
0
日
Cl
*
～
y<
ed
O
こ己
●
亡
a
l√)
4 >
▼●→･}
,
エ)
(q
巨一
泳動 で 調 べ た結 果 ､ 均 一 な バ ン ド を示 し た (Fig
･
. 35).
2) エ ン ドリボ ヌ ク レ ア - ゼ の 作用機作
本酵素 の 基質 特異 性 を合成 ホ モ ポ リ マ ー お よ び酵 母 R N Aを 用 い て 調
べ た (Fig. 36)｡ 本 酵素 は poly (C) を 最 も よ く 分 解 し ､ つ い で 酵 母
RNA を 分解 し た ｡ poly (U) は わ ず か に 分 解 さ れ た が ､ poly (A) は
全 く 分解 さ れ な か っ た ｡ 本酵 素 ほ 胸腺 D NA ､ 熱 変性 胸腺 DNA ､ poly
(A) ｡ poly (U) お よ び poly (G) を分 解 し な か っ た ｡ 酵 母 R NA
お よ び poly
‾(C) の 分解 に お け る本酵素 の Km 値 は そ れ ぞ れ ､ 952/上g/
胃 2
噛 ■
軸 ■
坤 ■
6
為5
望
Fig. 3 5. S D S-polyacryla mide gelelectropbore sis orthe pu ri
-
鮎d endoribon u clease. Each lin e c o ntained1〟gofpr otein ･
T he nu mbers o nthe right represe nt Mr xlO
‾3
. 1
,purified
e ndoribo n u cle ase;2, R NaseA.
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Fig･ 36･ Activity ofe ndoribonuclease against variou s substrates.
The assays w ere c arried o ut under standard co nditio ns ex c ept
that vario us substrates(100Fig)w ere us ed asindic ated. ◎, ye a st
R N A;○, poly(C);X, poly(U);A,poly(A).
ml､ 198〟 g/ml で Vm ax 値 は そ れ ぞ れ ､ 3970A260/ min/ mg､ i旦9_Q_
A260/ mュn/ mg で あ っ た ｡
本酵素 の 分解様 式 を 検討 す る た め に ､ poly (C) 分解物を Sepbadex
G - 100 ゲル ロ 過 に か け て 分 析 し た ｡ Fig
･
. 37に 示 し た よ う に ､ 酵 素 量 の
増ヌ肝に 伴 い , poly (C) 分解物の ピ ー ク は 低分 子側 に 移行 し ､ 96ng の 酵
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cle ase･ Poly(C)(loopg)w as u sed as a substrate･ o, 34%degr adatio n ofpoly(C)(12ng ofe n･
zym e);X, 61%degradation ofpoly(C)(24ng ofenzym e);○, 96%degradatio nofpoly(C)(96
ngofe n zym e).
素量 で は分解物 の ピ ー ク は モ ノ ヌ ク レ オ チ ド (Cp) の 位 置に 溶出 さ れ た ｡
さ らに ､ poly (C) の100% 分解物 を ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン ー セ ル ロ ー ス
薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 調 べ た (Fig. 38)｡ そ の 結 果､ Cp お よ び C -
cyclic
-
p が生成物･と し て 認 め ら れ た ｡ こ の 分解 率 で poly
●
(C) の 分 解
時間を長く 行う と ､ C - cyclic - p が 減少 し ､ そ の 代 わ り に Cp が 多 く な っ
た o こ れ らの 結果か ら､ 本酵素 は poly (C)を endon u cle olytic に 分 解 し ､
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巧 2 3 る
Fig･ 38･Ide ntificatio nof･hydr olyzedprodu ctsby polyeth-
yle n e血in e-c ellulosethin -layer chr o m atography･ This w as
perfo m -edasdescri bed in Materials and Methods.1, 5
･
･C M P;
2, 2
1
,
3' ･cyclic C M P;3, 3
'
-C M P;4, hydrolyzedproducts of
poly(C).
モ ノ ヌ ク レ オ チ ド と し て は ､ C - cyclic
-
p を 経由 し て Cp が 生 成 さ れ
る こ と が わ か っ た ｡
3) エ ン ドリボ ヌ ク レ ア - ゼ の 一 般的性質
本酵素 の 分子量 は ゲ ル ロ 過 お よ び SDS 一 電気泳動 で 調 べ た 結果 ､ 16000
で あ っ た
■
(Fig. 39)0
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本酵素活性 に 与 え る 1 価 カ チ オ ン ( 塩化カ リ ウ ム ､ 塩化 ア ン モ ニ ウ ム お
よ び塩化 ナ ト リ ウ ム)､ 2 価 カ チ オ ン ( 塩化セ グ ネ シ ウ ム ､ 塩化 カ ル シ ウ
ム お よ び塩化 マ ン ガ ン) お よ び ポ リ ア ミ ン (プ ト レ ッ シ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン
お よ び ス ペ ル ミ ン) の 効 果 を 調 べ た (Fig. 40､ Fig. 41)｡ 酵 母 RN A
を基 質 と し た 場合 ､ K ' ､ NH4
'
､ Na
'
､ Mg
2＋
ぉ よ び Ca
2＋
は わ ず か に
活性 を促進 した が Mn2＋ で は 阻害 さ れ た ｡ poly (C) を基質 と し た 場合 ､
す べ て の 1価 カ チ オ ン お よ び2価 カ チ オ ン で 活性は 阻害さ れ た ｡ プ ト レ ッ
シ ン
､
ス ペ ル ミ ジ ン お よ び ス ペ ル ミ ン ほ 酵 母 R N A お よび poly (C)
の 分解 を促進 し ､ poly (C) の 分解促進 の 方 が 大 き か っ た ｡
本酵 素 の 至 適 pH は基 質 と し て 酵 母 R N Aを 用 い た 場 合 ､ 7.5 - 8
で あり ､ 本酵素活性は50
■
o
C
,
10分間の 熱処理 で 影響さ れ な か っ た ｡
ヌ ク レ オ シ ド 3 リ ン 酸 (A T P､ CT P､ GT P お よび U T P)､ ラ ッ
ト 肝 R Na s einbibitor お よ び poly (G) は 本 酵素活 性 を阻害 し た が ､
抗 R Na s eA 血 清 は 阻 害 し な か っ た (Fig. 42､ Fig･. 43). ラ ッ ト 肝
RNa s einhibitor で 完全 に 阻害 さ れ た 活性 は ､ 400m M K
＋
､ 20m M Mg
2＋
ま た は 5 m M ス ペ ル ミ ン を添 加 し て も阻害 は 回復 さ れ な か っ た (Fig. 44
A)｡ 一 方 ､ poly G で 完全に 阻害 さ れ た 活性 は400m M K 十､ 20m M Mg2
十
ま た は1 m M ス ペ ル ミ ン の 添加 で そ れ ぞ れ50% ､ 45% ､ 90%ま で 活性 は回
復 し た (Fig
･
. 44 B)0
3 - 3 考 察
本酵素と 同様 に 2 ′ , 3
′
cyclic 体 を経 由 し て 3
′
- モ ノ ヌ ク レ オ チ
ドを生成 す る エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が 原核細胞 お よ び真核細胞 で 報告 さ
れ て い る
7 ト 73)
o さ らに ､ 本酵素 と同様 な 分解様式 で poly (C) を特 異
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的に 分解す る酵素 も部分精製 ま た は純粋 に 精製 さ れ て い る が 74
- 77)
､ こ
れ ら酵素 の 細胞 内の 局在 す る場所 が 明ら か に な っ て い な い ｡ 阻害因子 と 結
合 して 存在す る リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ は酸ま た は 熱処 理 で リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ 活
性が 現わ れ る こ と が 知 られ て い る
69)
｡ 上記 の 酵 素 は 多 く の 場 合 ､ 酸処 理
を行 っ て 精製 さ れ て い る の で , 本来､ 阻害 因子 と結合 し て 存在す る 酵素 で
- 8 2 -
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あ る可能性 が 大き い と考 え られ る ｡ も し ､ こ れ らの 酵素が 阻害因子 と複合
体 を 形成 して 存在す る な らば ､ 阻害因子と結合 し て 存在す る 酵素 は poly
(C) を特異 的に分解 す る 性質を有 し て い る か も し れ な い ｡
本酵素 が 肝細胞可溶性分 画 で 阻害因子と結合 し て 存在す る こ と は(1体 酵
素活性 が ラ ッ ト 肝 R Na s einhibitor で 阻害 さ れ る こ と ､ (2) 可溶 性 分 画
に 塩化 カ ド ミ ウ ム を 添加 し た とき に の み ､ pCM B と 同様 に 酵 素活 性 を
示 す こ と ､ さ ら に ､ (3)pCM B を 添 加 し な い と20m M E D T A存 在 下
(ラ ッ ト肝臓 の 細胞 質 に 存在す る エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ お よ び ェ キ ソ リ
ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 活性 は 完全 に 抑え られ て い る) で 可溶性分画 に 酵素活性
が 認 め られ な い こ と 等か ら､ 示 さ れ た ｡
本酵素 は基質特異 性 お よ び 分子 量 に 関 し て ラ ッ ト 肺臓 リ ボ ヌ ク レ ア -
ゼ 78) と 比 べ て 異 な っ て い た ｡ こ の こ と は ラ ッ ト勝臓 の 酵素が 血液を介 し
て ､ 同肝臓 に運 ばれ ､ 阻害因子 と結合 した の で は な い と考え ら れ る ｡ 本酵
素 と同 じ 分解様式で poly(C) を 特異 的 に 分解 す る リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が
牛脳 の 核 79) ぉ よ び マ ウ ス L細胞､ エ ー ル リ ッ ヒ 癌細胞等 の 核小体 80
- 82)
に 存在す る こ と が 報告 さ れ て い る ｡ しか し､ 本酵素 の 分子量 は こ れ らの 酵
素 の そ れ と比 べ て 小 さ い こ と が 認 め られ た ｡
阻害因子と リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 複合体 が 2 種類 存在す る こ と が示 され て
い る
83,84)
｡ さ らに ､ ラ ッ ト 網状赤血球
85)
ぉ よ び ブタ 甲状腺
69)
か ら 阻
害 因子と結合 し て 存在 す る酵素 が 部分精製 さ れ て お り ､ そ れ らの 分子量 は
/
50000前後 で あ る と 報告 さ れ て い る ｡ こ の こ と は ラ ッ ト 肝可溶性 分画 に 存
在す る リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ は Fig
･
. 34A に 示 し た よ う に 2 つ の 酵素 活性 が
認 め られ る こ とか ら本酵素 と分 子量 約50000の 酵 素 か も し れ な い 0
本酵素 と 阻害因子 の 複 合体 の 解離条 件 を 見 つ け る こ と は m R N A等 の
- 85 -
分解 を考 え る う え で 重要 で あ る ｡ し か し ､ 本 酵素 と阻害因子 の 複合体 は生
体 内に 存在す る KI M㌻ ぉ よ び ス ペ ル ミ ン の 高濃 度 で 処理 し て も こ の
複合 体 ほ 解離 し な か っ た が ､ 生 体 内 に 存 在 し な い C d
2'
ぉ よ び pCM B
で 処理 す る と酵素活性 が 現 わ れ た ｡ こ れ ら の 結果 か ら は 生体内 で 解離す る
こ と を 明らか に で き な か っ た が ､ 本酵 素活 性 は 肝 細胞 中 で SH 基 を 必 要
とす る 阻害因子が 何等か の 原因 で 失活 し た 時に の み 現わ れ る と 考 え ら れ る ｡
ポ リ ア ミ ン は多 く の R NA 分解酵素 の 活性 を促 進 す る こ と が 報 告 さ れ
て い る
86- g5)
｡ 本酵素活性 も ス ペ ル ミ ン に よ っ て 促進 さ れ る こ と が わ か っ
た ｡ 本酵素 は ス ペ ル ミ ン に よ っ て シ ト シ ン ヌ ク レ オ チ ドの 産生 を促進 す る
こ と か ら ニ ワ ト リ肝 臓か ら精製 さ れ た 酵素
96) と 同様 に塩基配 列 の 決 定に
利用 で き る可能性 が あ る ｡
3 - 4 小. 括
太酵素 を ラ ッ ト肝可溶性分画か らカ ドミ ウ ム 処理 ､ 硫安分画 ､ ゲ ル ロ 過 ､
イ オ ン 交換ク ロ マ ト グラ フ ィ ー お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グラ フ ィ ー
で 精製 し ､ 比活性 は カ ド ミ ウ ム 処理 に 比 べ て 約128000倍 に 上 昇 し､ 本酵素
は電 気泳動的 に 均 一 で あ っ た ｡
本酵素 は シ 卜 シ ン 塩 基 に 特異 性を も つ エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で 2 ′ ,
3
′
-
cyclic 体を 経由 し て 3
′
- リ ン 敬 体 を生 ず る こ と が 明 ら か に な っ
た ｡
本酵素 と 阻害因 子 の 複合 体 を pCM B やCd
2＋
で 処 理 す る と リ ボ ヌ ク
レ ア - ゼ 活性 が 現わ れ る が, K
＋
, Mg
2＋
等 に よ る 処理 は 無効 で あ っ た o
本酵素活性は ポ リ ア ミ ン ､ 1 価 カ チ オ ン お よ び M n
2十
を 除 い た 2価 カ
チ オ ン で わ ずか に 促 進 さ れ る が ､ ヌ ク レ オ シ ド 3 - リ ン 酸 ､ poly (G) お
- 86 -
よ び ラ ッ ト 肝 R Na s einhibitor で 阻害 さ れ た ｡ 肝 細胞 中 で 本 酵 素 活 性
は S H 基 を必要 とす る 阻害因子が 何等 か の 原 因 で 失 活 し た 時 に の み 現 わ
れ る と考え られ る ｡
- 8 7 -
第4章 総合的考察
真核細胞の m R NA は そ の 5 ′ 末端 に キ ャ ッ プ 構造 ､ そ の 3 ′ 末端 に
poly (A) 構造 を も っ こ と が 一 般 に 示 さ れ て い る97,98)｡ こ れ ら の 構造 は
m R N Aの 前駆体 が 核 で 合成 さ れ る 時 に 付 加 さ れ ､ poly (A) 構造 は 細
胞質 に 輸送 さ れ る と短 く な る こ と が 認 め ら れ て い る ｡ Shein e s sら99) は
HeLa 細胞 の タ ン パ ク 質合成 を エ メ テ ン で 阻害 す る と m R N Aの 分解 お
よ び poly(A) 構造 の 長 さ が 短 く な る の を 抑 え ら れ る こ と か ら ､ m R NA
の poly (A) 構造 の 長 さ が m R NA の 分 解 に 関 与 す る か も し れ な い こ と
を示唆 し た o し か し ､ Pe r ry ら1
00) は マ ウ ス L 細胞 で 新 旧 m R N A は同
じ 確 率 で 分解 さ れ る こ と か ら ､ m RNA の poly (A) 構 造の 長 さ は
m R N Aの 安定 性 に 関 与 し な い と 考 え て い る ｡ 以 上 の 如 く m R N A の
poly (A) 構造 の 長 さ と m R N Aの 安 定性 と の 関係 に つ い て は ､ い ま だ
明確 な結論 が 得 られ て い な い ｡
一 方 , キ ャ ッ プ 構 造 が m RN A の 安定化 に 寄与 し て い る こ と が 認 め ら
れ て い る o F ur uichiら
101)
は ア フ リ カ ツ メ ガ ェ ル の 卵 母細胞 に レ オ ウ ィ
ル ス m R NA を注入 し ､ キ ャ ッ プ 構 造 を も っ レ オ ウ ィ ル ス m RNA は
そ の 構造 を もた な い mR N Aに 此 ベ て 安定 で あ る こ と を示 した ｡ さ ら に ､
こ れ ら の m R NA を小 麦膝 お よ び マ ウ ス L 細胞 の 抽 出液 と イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン した 場合 ､ 上 記 と 同様 な 結果 が 得 られ た ｡ こ れ ら の 結果 か ら､ 彼 ら
は キ ャ ッ プ 構造 を も た な い m R N A は その 5 / 末 端 か ら ex on u cle olytic
に 分解 さ れ る こ と を 示唆 し た ○ さ ら に ､ Shim otobn o ら 1 02) は カ イ コ 細
胞 質 多 角体 病 ウ ィ ル ス (CPV) mR NA を用 い て 小 麦 腫 抽 出 液 で 処 理
し , Furuichi ら と 同様 な 結果 を 得 て い る ｡ 真核細 胞 の m RN A がこ の
- 88 -
分解様式 で 分解 さ れ る な ら ば ､ inta ct な m RNA の キ ャ ッ プ 構造 を 加
水 分解 す る 酵素 が 必 要 で あ る と 思 わ れ る
■
｡ intact な m R NA の キ ャ ッ
プ 構造 を加水分解す る 酵素 が 酵母か ら部分精製 さ れ て い る
1 03)
｡ さ らに ､
酵 母に は 5
′
一 3
′
方 向 に 分解 す る エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 存在が 示 さ
れ て い る48
- 50)
.
こ れ ら の こ と は 真核細 胞 の m RNA が5 ′ 一 3 ′ 方 向 に
分解す る こ と を支持す る と考 え られ る ｡
しか し ､ ウ サ ギ網状赤血 球や ラ ッ ト 肝臓 の 抽出液を そ れ ぞ れ , レ オ ウ ィ
ル ス m R NA お よ び CP V m R N Aの キ ャ ッ プ 構 造 の 有 無 で 調 べ た
場合分解 に 差が な い こ と が示 さ れ て い る
10い 04)
｡ こ の 結果 は必 ず し も5
′
末端 か ら ex o n ucle olytic に ラ ッ ト 肝臓 の m R NA の 分解 が 起 ら な い こ
と を示唆 し て い る ｡ さ ら に ､ こ の こ と は ラ.'ッ ト 肝臓の 細胞質 に 5
′
- 3
′
方 向に 分解す る エ ヰ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ 活性 が 見い 出 さ れ て い な い こ と か
らも支持 さ れ る ｡ 著者 の 結果か ら ラ ッ ト 肝臓 の 細胞質 に エ ン ドリ ボ ヌ ク レ
ア - ゼ お よ び エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が 存在す る こ と が 明 らか に な っ た の
で ､ ラ ッ ト肝 で も大腸菌
10 5)
と同様 な m RN A の 分解機構が 考え られ る ｡
こ の 場 合 ､ mR N A はエ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ っ て 切 断 さ れ ､ 切 断
さ れ た m R NA は さ ら に ユ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ っ て 分解 さ れ る こ
と か ら ､ m RNA の 分解 は 全体 的 に み て 5 ′ 一 3 ′ 方 向 に 起 る と 考 え
.
ら
れ る ｡ こ の 分解様式 が起 る こ と が 次 の 結 果か ら推察 で きノる ｡ ミ ク ロ ソ
- ム
分画 の エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ム お よ び エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の poly
(A) を 基 質 と し た 酸 可 溶 性 生 成 物 の OD260で み た 活 性 が 1 mg Mg
2十
お よ び100m M K十 の 存 在下 で 約25: 1 で あ る こ と (Fig. 15) な らび に
ミ ク ロ ソ - ム 分画 か ら単離 し た エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ る poly (A)
分解物め平均鎖長 が 約 5 ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と (Fig. 8) か ら ､ エ キ
- 89 -
ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 方 が エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に 比 べ て 約100倍多 い
分解活性 を も つ こ と に な る ｡ そ れ 故 ､ ラ ッ ト 肝 臓 の m R N A はこ の エ ン
ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で 切断 さ れ る と 直ち に こ の エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で
モ ノ ヌ ク レ オ チ ドに 分解 さ れ る と考え られ る ｡ こ の こ と は ラ ッ ト網 状赤血
球 の グ ロ ビ ン m R N A は中 間体 を 蓄積 し な い で 低分 子 ま で に 分解 さ れ る
こ と を示 した M uto ら1 06) の 結果 に 一 致す る と 思 わ れ る ｡ こ の 分解 機 構
が 起 る た め に は ､ 大腸菌 ト リ プ ト フ ァ ン フ ァ ン m R N A
IO 7)
で 考 え ら れ た
様 に エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ る m R N Aの 5 ′ 末端付 近 の 切 断 が 重
要 で あ る と 思 わ れ る ｡ HeLa 細 胞 の 可 溶 性 分 画 に ､ intact な m R N A
の キ ャ ッ プ 構造 を加水分解 し な い が10 以下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドか ら成 る
キ ャ ッ プ 構造を加水分解 す る酵素 の 存在 が 示 さ れ て い る108,109) ｡ ラ ッ ト肝
臓 に も同様 な 酵素が 存在 す る こ と を見 い 出 し た ( 未 発表デ ー タ)｡ こ の こ
と か ら ､ エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ っ て 切断 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 末端 に あ るキ ャ ッ プ 構造を こ の 酵素が 加水分解す る可能性 が 考 え られ る ｡
真核細胞 の rRN A はm R N Aに 比 べ て 安定 で あ る が ､ 大腸 菌 の rR N A
と 同様 に栄養源の 欠乏下 で は不安定で あ る こ と が 知 られ て い る
110,111)
0
swida ら
112)
は酵母 の40Sリ ボ ソ ー ム に 2 つ の リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ 活性 を
見 い 出 し､ 酵母 を グ ル コ ー ス 欠乏下 で 培養 し た 場合 ､ こ れ ら の 活性 は 対数
増殖期 の 初期 の 段階 で 抑え られ て い る が ､ 対数増殖期 の 後期 お よ び静止 期
で は こ れ らの 活性が 現わ れ る を 示 し た ｡ 一 方 ､ リ ボ ソ ー ム 含量 は酵母 の 成
長速 度 に 一 致す る こ と か ら ､ こ れ ら の リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が rR N Aの 分
解 に 関与す る こ と が 示唆 さ れ た ｡ さ ら に ､ こ れ ら の 酵素 は ポ リ ソ - ム は分
解 しな い が ､ tR N Aを 分解 す る こ と が 認 め ら れ て い る ｡ ラ ッ ト 肝 臓 の 可
溶性 分画 お よ びミ ク ロ ソ - ム 分 画に エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼお よ び エ キ ソ
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リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が 存在す る が ､ 両方 の 局在 す る 場所か ら考 え て 酵母 の 酵
素 と 同様 に rR N A お よび tRN A の 分解
一
に 関与 す る と 思 わ れ る ｡ こ の
場 合 ､ ラ ッ ト肝臓 の m R N Aと 同様 な 分解機 構 が 考 え ら れ る ｡
ラ ッ ト肝臓 の 細胞質 に エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ お よ び ユ キ ソ リ ボ ヌ ク レ
ア - ゼ が 存在す る こ と か ら ､ 同肝臓 の m R N A等 の 分解 は エ ン ド リ ボ ヌ
ク レ ア - ゼ に よ っ て 切断 さ れ , 切 断さ れ た m R N A は さら に エ キ ソ リ ボ
ヌ ク レ ア - ゼ に よ っ て 分解 さ れ る と考え られ る o
な お ､ ラ ッ ト肝可溶性分画に 阻害因子 と結合 し て 存在す る リ ボ ヌ ク レ ア -
ゼ の 存在意義 に つ い て は い ま だ 不 明で あ る ｡ しか し ､ 本酵素を 単離 で き た
こ と は 本酵素 と 阻害因子 の 複合体 が ど の 様 な 生理 的条件 の とき に 解離す る
か を 見 つ け る の に役 立 っ と考え られ る ｡ そ の 結 果と し て こ の 酵素の 生理 的
意義を 明 らか に で き る の で は な い か と考え られ る ｡
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結 論
ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム 分画 か ら エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ お よ び ユ キ ソ リ
ボ ヌ ク レ ア - ゼ を単 離 し ､ 前 者 は poly
●
(A)､ poly (U) お よ び poly
(C) を同程度に 分解 し､ モ ノ ヌ ク レ オ チ ド を産生 し な い で 5 ′ 末 端 に リ
ン 酸基 を も つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを生成 し ､ 後者 は 3
′
末端 に リ ン 酸基 を
もた な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 3
′
一 5
′ 方向 に proce s siv e m echanis m
で 分解 して 5
′
モ ノ ヌ ク レ オ チ ドを生成 す る こ と が 明ら か に な っ た ｡
ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム 分画 お よ び可溶 性分画 に 5
′
一 3 ′ 方向 に 分解す
ろ エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が 存 在 しな い こ と か ら ､ 同肝 臓 の m R N Aの
分解 に は 上 記の 申分画の エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ お よ び 3
′
一 5
′
ェ キ ソ
リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ が 関与 し､ 大腸 菌 の m R N A と同様 な 分解 機構 で 5
′
一 3
′
方 向に 分解 さ れ る と考 え ら れ る ｡
ミ ク ロ ソ - ム 分画 か ら単離 し た エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ る 分解物 の
平均鎖長 が 約5 ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と な ら び に 本酵素 お よ び ェ キ ソ リ ボ
ヌ ク レ ア - ゼ の 酸可溶性生成物 の OD260で み た 活性 が 約 1 : 25で あ る こ
と か ら ､ ラ ッ ト肝臓 の mR NA 等 は 上 記 の エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で 切
断を受 け る と､ 直ち に エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ で モ ノ ヌ ク レ オ チ ド に 分解
さ れ る こ と が示 唆さ れ た ｡
可溶性分画か ら通 常 阻害 因子 と結合 し て い る エ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を
単離 し､ 本酵素 は シ ト シ ン 塩基 に特異性 を有す る こ と が わか っ た ｡
可溶性分画か ら単離 しキ ュ ン ドリ ボ ヌ ク レ ア - ゼ は 阻害因子 が 何等 か の
原因 で 失活 し た 時 に の み 活性が 現わ れ る と考 え られ る ｡
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